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INTRODUCCIÓN 
 
 
Las leishmaniosis son enfermedades causadas por protozoarios intracelulares obligados del 
género Leishmania (Tabla 1); éstas son enfermedades que se encuentran ampliamente 
diseminadas en regiones tropicales y subtropicales del planeta. Los parásitos de Leishmania 
son transmitidos a hospederos vertebrados por la picadura de la hembra de varias especies 
de mosquitos de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) o Lutzomya (Nuevo Mundo) 
(Alexander et ál., 1999; Murray et ál., 2005).  
Las leishmaniosis están caracterizadas por un amplio espectro de manifestaciones clínicas 
que dependen no solo de la especie de Leishmania causante (Tabla 1), sino también del 
estado general de salud y de la composición genética del individuo infectado (Alexander et 
ál., 1999). Dentro de las manifestaciones clínicas se incluyen: (1) lesiones ulcerativas de la 
piel localizadas en el sitio de la picadura del mosquito (leishmaniosis cutánea localizada 
LCL), (2) nódulos no ulcerativos múltiples (leishmaniosis cutánea difusa LCD), (3) 
inflamación destructiva de las mucosas (leishmaniosis de mucosas) y (4) infección visceral 
diseminada (leishmaniosis visceral).  
 
Dentro del mosquito vector, Leishmania existe como una forma extracelular móvil 
denominada promastigote, que es inoculado en el hospedero en el momento de la picadura 
donde infecta células fagocíticas, especialmente macrófagos, ubicándose dentro de estos al 
interior de un compartimiento de la vía endocítica denominado vacuola parasitófora (VP), 
compartimiento dentro del cual el parásito se transforma y replica como amastigote, una 
forma carente de flagelo (Korner et ál., 2006; Kima, 2007). El conocimiento que se tiene 
actualmente acerca de la biogénesis de la VP y de cómo las actividades que se encuentran 
en ésta permiten el desarrollo del parásito es limitado (Kima y Dunn., 2005).  
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Tabla 1. Especies de Leishmania que causan enfermedad en humanos. LCL (Leishmaniosis cutánea localizada), LCD 
(Leishmaniosis cutánea difusa) (Tomado y modificado de Reithinger et ál., 2007) 
 
Tanto la forma promastigote como amastigote son capaces de iniciar una infección. Cuando 
ésta es iniciada por promastigotes, es necesaria la transformación de éstos a amastigotes al 
 Patología clínica 
principal 
Distribución geográfica 
Especies de Leishmania del Nuevo Mundo 
L. (Viannia) braziliensis 
 
L. (Viannia) panamensis 
 
L. (Viannia) peruviana 
L. (Viannia) guyanensis 
L. (Viannia) lainsoni 
L. (Viannia) colombiensis 
L. (Leishmania) amazonensis 
L. (Leishmania) mexicana 
L. (Leishmania) pifanoi 
L. (Leishmania) venezuelensis 
L. (Leishmania)gamhami 
 
 
LCL, de mucosas 
 
LCL, de mucosas 
 
LCL 
LCL 
LCL 
LCL, LCD 
LCL, LCD 
LCL, LCD 
LCL 
LCL 
LCL 
 
 
Suramérica, partes de América 
Central, México 
Norte de Suramérica y sur de 
América central 
Perú 
Suramérica 
Suramérica 
Norte de Suramérica 
Suramérica 
América Central, México, USA 
Suramérica 
Norte de Suramérica 
Suramérica 
Especies de Leishmania del Viejo Mundo 
L. (Leishmania) aethiopica 
L. (Leishmania) killicki 
L. (Leishmania) major 
 
L. (Leishmania) tropica 
 
 
L. (Leishmania) donovani 
 
 
LCL, LCD 
LCL 
LCL 
 
LCL 
 
 
Visceral, LCL 
 
Etiopía, Kenia 
Norte de África 
Asia Central, Norte y Oriente de 
África, medio oriente 
Asia Central, medio oriente, partes 
del Norte de África y el Sur oriente 
de Asia 
África, Asia Central, Sur oriente de 
Asia 
Especies de Leishmania del Nuevo y Viejo 
Mundo 
L. (Leishmania) infantum 
 
 
Visceral, LCL 
 
 
Europa, Norte de África, América 
Central, Suramérica 
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interior de la VP, proceso que se da en un periodo de 24-72 horas, después del cual, tanto 
en las células como en los hospederos infectados, la infección es sostenida e incrementada 
por la forma amastigote (Kima, 2007). Para el sostenimiento e incremento de la infección, 
es necesario por lo tanto que se dé un evento de liberación de las formas amastigotes de un 
macrófago infectado, para que estas reinicien la infección en otras células. Dicho modelo 
de liberación no ha sido claramente establecido, sin embargo, se han planteado dos 
mecanismos básicos:  
 La salida involucra eventos de ruptura de la membrana de la vacuola parasitófora 
(MVP) y de la membrana plasmática del macrófago (MPM) 
 La salida se da por un proceso de fusión entre la MVP y la MPM, de forma que la 
luz de la VP y el espacio extracelular se hacen continuos, permitiendo la liberación 
del parásito 
En general se ha aceptado que el mecanismo de salida de los amastigotes involucra lisis de 
las células hospederas, basándose en observaciones en cultivo de células dañadas y 
amastigotes liberados, realizadas en épocas tempranas en la investigación de la infección 
por Leishmania (Hawking, 1948; Handman y Spira, 1977). Además para el mecanismo de 
ruptura, recientemente se ha demostrado actividad lítica en Leishmania, que está en la 
fracción de membranas del parásito, es temperatura y pH dependiente y no está presente en 
todas las especies de Leishmania estudiadas. Esta actividad ha sido demostrada por la 
exposición de la MPM a extractos crudos de Leishmania (Noronha et ál., 1994; Noronha et 
ál., 1996; Horta, 1997; Noronha et ál., 2000; Almeida-Campos y Horta, 2000; Almeida-
Campos et ál., 2002) y es atribuida a la presencia de proteínas formadoras de poros (PFP); 
sin embargo, no se ha mostrado evidencia de la secreción e inserción de éstas en la MVP o 
en la MPM previo a la salida del parásito. 
 
Para el caso del segundo mecanismo que plantea un proceso de fusión entre la MVP y la 
MPM, existe evidencia obtenida por videomicroscopía de macrófagos infectados en los 
cuales se observa que no se da una ruptura de su membrana después de la acumulación en 
su periferia de amastigotes liberados, sugiriéndose la posibilidad de que el parásito podría 
reclutar la maquinaria exocítica del macrófago como estrategia para salir de este y reiniciar 
la infección (Rittig et ál., 1998; Rittig y Bogdan, 2000). Adicionalmente, mediciones de 
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capacitancia (Cm) del macrófago a lo largo del ciclo infectivo con L. amazonensis indican 
que hay un aumento hacia las 72 horas pos infección (hpi) y una caída a las 96, aumento 
que es lo suficientemente significativo pudiéndose relacionar con un proceso de 
incorporación de nueva membrana a la MPM, que podría darse por la fusión con la MVP 
(Corrales et ál., 2000). Además, se ha encontrado que la presencia de inhibidores de fusión 
de membranas alteran el ciclo normal de la infección en los momentos en los que  podría 
ocurrir la liberación del amastigote (Corrales et ál., 2000; Díaz, 2002). Estudios durante el 
ciclo infectivo de L. amazonensis en macrófagos de la línea celular J774A1, evaluando el 
porcentaje de infección, el número de parásitos por célula y el volumen de la VP muestran 
un incremento tanto en el número de parásitos por célula como en el volumen de la VP, 
alcanzándose un máximo a las 72 hpi, y luego observándose un descenso en los dos 
parámetros hasta las 76-78 hpi, para luego registrarse un nuevo incremento a las 96 hpi, 
alcanzándose valores similares a los observados a las 72 hpi. Estos datos sugieren que entre 
las 72 hpi y las 78 hpi podría darse la salida de los amastigotes, que reinfectarían 
macrófagos, generando valores para número de parásitos por célula y para volumen de la 
VP similares a los de 72 hpi en un menor tiempo, debido probablemente a que ya no es 
necesaria la transformación de promastigote a amastigote (Díaz, 2002; León, 2005; León et 
ál., 2005; Hoyos et ál., 2009). Estos resultados también podrían sugerir una actividad 
leishmanicida por parte del parte del macrófago, sin embargo, estudios de viabilidad tanto 
del parásito como del macrófago durante la infección, usando diacetato de fluoresceína y 
yoduro de propidio, muestran que la viabilidad en ambos casos disminuye a lo largo del 
tiempo, pero esto no explica el comportamiento registrado en cuanto al número de parásitos 
por célula y al volumen de la VP (León, 2005).  
El modelo de fusión para el caso de Leishmania que parasita macrófagos, se apoyaría 
además en el hecho de que la generación de células gigantes (macrófagos fusionados) en 
enfermedades crónicas que generan granulomas, implica fusión por parte de macrófagos, 
siendo una respuesta normal de estas células (Vignery, 2000; McNally y Anderson 2005; 
Vignery, 2005; Cui et ál., 2006), este proceso de fusión de macrófagos podría ser usado por 
Leishmania en su salida. En otros tipos celulares como los miocitos, que se fusionan para 
generar fibras musculares, se ha visto que éstos se hiperpolarizan debido a la expresión de 
canales de potasio Kir2.1 cuya inhibición a nivel de expresión (Fischer-Lougheed et ál., 
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2001) y a nivel funcional (Liu et ál., 1998) previene fusión, esta alteración del potencial de 
reposo (Vm) parece facilitar la entrada de calcio que es necesario para el proceso de fusión. 
En el caso de la infección por Leishmania se ha observado una hiperpolarización del 
macrófago debida al aumento de corrientes de entrada de potasio (Forero et ál., 1999) 
generadas por canales Kir2.1 (Lagos L; Plazas C: comunicación personal). Más aún la 
máxima hiperpolarización registrada se observó en el tiempo previo en el que posiblemente 
ocurre la salida Leishmania (Forero et ál., 1999; Corrales et ál., 2000).  
 
Como se indicó anteriormente existen evidencias experimentales que apoyan los dos 
mecanismos; sin embargo, ninguna de ellas es concluyente, razón por la cual es necesario 
proporcionar evidencias adicionales que conduzcan a la comprensión del evento de salida 
de amastigotes del macrófago, visto como un paso clave en el proceso de la infección, que 
eventualmente y con mayor conocimiento del proceso, podría ser usado como blanco 
terapéutico. 
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1. OBJETIVOS 
 
 
1.1 Objetivo General 
 
Proporcionar evidencia que permita caracterizar el mecanismo de salida del parásito 
Leishmania amazonensis de su célula hospedera 
 
1.2 Objetivos Específicos 
 
 Evaluar el proceso de salida del parásito L. amazonensis de su célula hospedera, 
realizando seguimiento de marcadores fluorescentes en la membrana plasmática y 
en el citoplasma de macrófagos infectados con L. amazonensis durante el momento 
del ciclo infectivo en que se cree se da la liberación de los amastigotes 
 
 Evaluar el proceso de salida del parásito L. amazonensis de su célula hospedera, 
realizando ensayos de liberación de la enzima deshidrogenasa láctica en macrófagos 
infectados con L. amazonensis  
 
 Evaluar el proceso de salida del parásito L. amazonensis de su célula hospedera, 
determinando la capacitancia por medio de registros electrofisiológicos en la 
membrana plasmática de macrófagos infectados con L. amazonensis durante el 
momento del ciclo infectivo en que se cree se da la liberación de los amastigotes 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 
Las leishmaniosis están catalogadas por la organización mundial de la salud entre las seis 
enfermedades tropicales de mayor importancia, es endémica en 88 países en el mundo (66 
en el Viejo Mundo y 22 en el Nuevo Mundo) (Desjeux, 2001), incluyendo países  del sur de 
Europa, Norte de África, medio oriente, Suramérica, América Central y del Subcontinente 
Índico (Piscopo y Mallia, 2006).  Globalmente se estima que cada año se presentan 1,5-2 
millones de casos nuevos y 70000 muertes, además se estima que cerca de 350 millones de 
personas están en riesgo de adquirir la infección y desarrollar la enfermedad (Reithinger et 
ál., 2007). A pesar de estas cifras, enfermedades con prevalencia más alta, como VIH/SIDA 
y malaria, han tenido mayor atención y mayor financiación para investigación básica, 
desarrollo de nuevas terapias y desarrollo de vacunas. Sin embargo, con el reporte reciente 
de un aumento en el número de casos y en las áreas geográficas de distribución, y con el 
desarrollo de resistencia de algunas cepas a la quimioterapia clásica además de su toxicidad 
y alto costo (Ponte-Sucre et ál., 1998; Vannier-Santos et ál., 2002; Davies et ál., 2003), se  
ha disparado la preocupación en torno a las leishmaniosis (Piscopo y Mallia, 2006), 
planteándose la necesidad prioritaria de una comprensión de la fisiología del parásito y de 
las interacciones con su célula hospedera, como paso esencial en el diseño de estrategias 
más efectivas que permitan el control de la enfermedad (Cortázar, 2000). 
 
En Colombia el número promedio de casos notificados anualmente durante la década de los 
90, corresponde a cerca del 44% del total de casos notificados para los países de la región 
andina (Colombia, Venezuela, Perú, Ecuador y Bolivia), destacándose la presencia de 
leishmaniosis visceral que es rara en los otros países andinos (Davies et ál., 2000). La 
leishmaniosis visceral es endémica principalmente en el valle del río Magdalena y sus 
tributarios, desde donde se extiende progresivamente hacia el norte y hacia el sur. La 
leishmaniosis cutánea localizada con una razón de 44:1 respecto a la leishmaniosis 
mucocutánea (Davies et ál., 2000)  está ampliamente distribuida y es endémica en la región 
de la costa atlántica, la Amazonía, los llanos orientales, el valle del río Magdalena, el valle 
del río Cauca y la zona costera del Pacífico (Beltrán et ál., 1996). Datos más recientes 
revelan que el número de casos ha aumentado durante la última década (Reithinger et ál., 
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2007), lo que puede explicarse en parte por un mejoramiento en los procedimientos de 
diagnóstico y en la notificación de casos, pero más aun como resultado de: 
 un inadecuado control del vector y de los reservorios del parásito 
 desarrollo de resistencia a los medicamentos, 
 expansión de la infección a áreas previamente no endémicas como resultado de la 
urbanización, la ampliación de las fronteras agrícolas, los cultivo ilícitos y la deforestación,  
 carencia económica para acceder a servicios médicos apropiados en las zonas 
endémicas 
 desastres naturales 
 conflictos armados y turismo que generan el desplazamiento de población 
susceptible a áreas endémicas o de población portadora o enferma a áreas previamente no 
endémicas 
 la transferencia de la responsabilidad de medidas para la prevención de 
enfermedades trasmitidas por vectores a manos de EPS privadas y  
 la falta de alternativas farmacológicas y de vacunas para el manejo de esta patología 
 
Debido a que la propagación del parásito depende en forma fundamental del éxito y 
continuidad de su ciclo de vida, es de gran importancia estudiar y conocer los mecanismos 
que le permiten al parásito sobrevivir y replicarse dentro de sus hospederos. Este estudio se 
centrará en la liberación de los amastigotes de su célula hospedera: el macrófago, como 
evento indispensable para el sostenimiento e incremento de la infección dentro del 
hospedero vertebrado y  para la disponibilidad de amastigotes circulantes que puedan ser 
ingeridos por el vector para la continuación del ciclo de vida del parásito.  
El parásito se desarrolla dentro de su huésped en un compartimiento denominado vacuola 
parasitófora (VP), la cual está diseñada para permitir la supervivencia y la multiplicación 
del parásito dentro del macrófago. La membrana de la VP es un límite que permite la 
interacción entre el macrófago y los parásitos dentro de éste, por lo tanto la caracterización 
del proceso que le permite al parásito salir de este compartimiento y de su célula hospedera 
es de suma importancia, ya que esto contribuiría a entender mejor como se da la interacción 
hospedero-patógeno y por lo tanto se abrirían posibilidades para contrarrestar las 
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leishmaniosis. Con este trabajo se espera aportar al conocimiento que se tiene actualmente 
del mecanismo de liberación de los amastigotes del macrófago.  
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3. ANTECEDENTES 
 
 
Los mecanismos por los cuales los parásitos intracelulares son liberados de sus células 
hospederas, han sido poco estudiados a pesar de la importancia que estos tienen en la 
habilidad de los parásitos de infectar células adicionales, manteniendo la infección dentro 
del hospedero y generando la disponibilidad de nuevos parásitos que puedan ser 
transmitidos a un nuevo hospedero. Como se mencionó previamente, en general, se ha 
creído que la salida de los parásitos de sus células hospederas involucra eventos 
destructivos, en los que se da lisis de las membranas que rodean al parásito, sin embargo, 
en muchos casos no existen evidencias contundentes que apoyen esta posibilidad y mucho 
menos se conoce claramente la identidad de las moléculas que generarían dichos eventos; 
otros modelos de salida recientemente sugeridos, plantean que la salida de los parásitos 
podría ser silenciosa (“exocitosis” del contenido de la VP o “extrusión” de la totalidad de la 
VP) dejando intacta la célula hospedera y permitiendo la salida del parásito, encontrándose 
libre en el espacio extracelular (en el caso de la “exocitosis”) o rodeado por membrana(en 
el caso de la “extrusión”). Estos modelos respecto a la salida de los parásitos de sus células 
hospederas, plantean que estos eventos además de ser importantes en la continuación de un 
determinado ciclo de vida, podrían tener implicaciones en la forma como el sistema inmune 
del hospedero reacciona frente a la presencia del parásito y podría representar una 
estrategia de supervivencia del mismo al interior de sus hospedero.  
 
A pesar del escaso interés que se ha prestado a la salida de los parásitos de sus células 
hospederas (comparado con el interés en otros aspectos de la interacción del parásito con su 
célula hospedera), en algunos parásitos se han llevado a cabo algunos estudios encaminados 
a comprender este proceso, dentro de estos parásitos se encuentran Chlamydia trachomatis, 
Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi y parásitos del género 
Leishmania específicamente L. amazonensis.  
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3.1. Salida de su célula hospedera de la bacteria intracelular Chlamydia trachomatis 
 
Chlamydia trachomatis es una bacteria que durante parte de su ciclo de vida infecta 
principalmente células epiteliales de las mucosas, dentro de las cuales se localiza al interior 
de una VP que no se fusiona con fagolisosomas, pero que permite la adquisición de energía 
y nutrientes provenientes de la célula hospedera (Beagley y Timms, 2000; Hammerschlag, 
2002). Para permitir la salida de C. trachomatis al medio extracelular, inicialmente se 
asumió que se daba una lisis tanto de la MVP como de la membrana plasmática de la célula 
epitelial, proceso que se atribuyó a un simple efecto mecánico dado por el incremento del 
número de bacterias al interior de la VP, sin embargo, posteriormente se sugirió que la 
salida se daba por medio de un proceso similar a la exocitosis,  que fue evidenciado por 
observaciones ultraestructurales (Todd y Caldwell, 1985). Más recientemente, estudios 
sobre la dinámica de la infección al interior de células vivas, usando marcadores 
fluorescentes que son excluidos de la VP, han mostrado que las bacterias salen por medio 
de dos mecanismos mutuamente excluyentes, pero que se dan con frecuencias equivalentes: 
(1) una lisis de la VP y  de la célula hospedera y (2) una liberación en paquete de la VP que 
se ha denominado extrusión. En el primer caso, se da una permeabilización rápida 
(tomando aproximadamente 15 minutos) y secuencial (evidenciada por la pérdida de la 
capacidad de excluir o de retener el marcador fluorescente), iniciándose con la 
permeabilización de la MVP, luego de otras membranas de compartimentos intracelulares 
(como la envoltura nuclear) y finalmente la membrana plasmática de la célula hospedera. 
En el caso especifico de la permeabilización de la MVP, al parecer se encuentra 
involucrada la actividad de proteasas de cisteína, ya que su inhibición (utilizando E-64) 
detiene el proceso, impidiendo que la MVP pierda su capacidad de excluir el marcador 
fluorescente y que posteriormente se de la permeabilización de las otras membranas. 
Adicionalmente la permeabilización de la membrana plasmática de la célula hospedera 
parece depender de algún tipo de proceso en el que se encuentre involucrado el incremento 
de calcio intracelular, generado por la entrada de este desde el medio extracelular. En el 
segundo caso en el que se da una extrusión de la VP dejando intacta a la célula hospedera, 
se observó que el proceso es lento comparado con el de lisis (tomando aproximadamente 2-
3 horas) y puede o no liberar la VP con la totalidad de las bacterias que albergaba, pudiendo 
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en algunas ocasiones quedar una VP residual dentro de la célula hospedera, el proceso 
además es dependiente de la polimerización del citoesqueleto de actina y de la actividad de 
la miosina II y de RhoGTPasas. Otro aspecto importante del mecanismo de extrusión es 
que la VP liberada, además de encontrarse rodeada por la MVP, también está rodeada por 
una porción de citoplasma y de membrana plasmática de la célula hospedera (Hybiske y 
Stephens, 2007). 
 
3.2. Salida de su célula hospedera del parásito intracelular Toxoplasma gondii 
 
Toxoplasma gondii es un protozoario perteneciente al Phylum de los apicomplexa, que 
durante la parte asexual de su ciclo de vida es capaz de infectar cualquier tipo de célula 
nucleada de mamíferos y aves (Montoya y Liessenfeld, 2004; Black et ál., 2000), células 
dentro de las cuales se alberga y replica dentro de una VP que no es acidificada ni 
fusionada con otras vesículas citoplasmáticas (Black y Boothroyd, 2000). Luego de que se 
han dado entre 6-7 ciclos de división (por endodiogenia), los parásitos salen para infectar 
células vecinas, esta salida fue inicialmente relacionada con la muerte celular de la célula 
infectada y se asoció con la patología tisular que se presenta en la toxoplasmosis (Frenkel, 
1973). Estudios posteriores han mostrado que la salida del parásito podría ser dependiente 
de temperatura y de un incremento en la concentración de calcio tanto en el citoplasma de 
la célula hospedera como en el espacio intravacuolar, este incremento en la concentración 
de calcio ha sido inducido por adición a las células infectadas del ionóforo de calcio 
A23187 (Endo et ál., 1982; Pingret et ál., 1997; Black et ál., 2000), ditioles (Stommel et 
ál., 1997) y por la microinyección de CaCl2 (Schwab et ál., 1994), estos tratamientos 
inducen la salida de los parásitos, generando inicialmente un incremento en la movilidad de 
estos y una protrusión del conoide (apéndice especializado del citoesqueleto situado en el 
polo anterior del parásito) (Caldas et ál., 2007), para posteriormente estimular la secreción 
del contenido de las micronemas (organelos de secreción típicos de lo apicomplexa), 
liberándose una proteína formadora de poros (TgPLP1) que genera la permeabilización de 
la MVP y de la membrana de la célula hospedera (Kafsack et ál., 2009). La ruptura de la 
membrana plasmática de la célula hospedera ha sido evidenciada por microscopía de luz, 
microscopía electrónica de barrido, microscopía electrónica de transmisión y microscopía 
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de fluorescencia, sugiriéndose la posibilidad que después de la salida y dependiendo de la 
cantidad de parásitos que estén saliendo por una misma zona de la membrana de la célula 
hospedera, podría darse una recuperación en la continuidad de ésta evitando la liberación de 
todo el contenido citoplasmático, de hecho se ha observado que durante la salida del 
parásito se establece un contacto cercano entre su membrana y la de la célula hospedera 
(Caldas et ál., 2007). Respecto al incremento en la concentración intracelular de calcio 
(tanto en el citoplasma de la célula hospedera como en el espacio intravacuolar), éste no ha 
sido demostrado durante la salida del parásito sin ningún tipo de inducción (Moudy et ál., 
2001), más aun, las concentraciones de calcio intravacuolar en condiciones fisiológicas 
hacia las 48 hpi (tiempo cerca del cual se ha sugerido la salida del parásito) son bastante 
más bajas que aquellas inducidas por el tratamiento con A23187 lo cual podría sugerir que 
este incremento es un evento rápido y transitorio (Pingret et ál., 1996). Estudios paralelos 
indican que previo a la salida del parásito (sin inducción por A23187) aumenta 
inespecíficamente la permeabilidad de la membrana de la célula hospedera provocando una 
disminución de la concentración intracelular de potasio (proceso que puede ser simulado 
por la adición del ionóforo de potasio nigericina o por la permeabilización de las células 
con la toxina α de Staphylococcus aureus), la cual a su vez es percibida por el parásito, 
generándose dentro de éste un incremento del calcio intracelular, mediado por la actividad 
de la fosfolipasa C (Moudy et ál., 2001; Fruth y Arrizabalaga, 2007), esto implica que 
previo a la permeabilización mediada por la TgPLP1, hay cambios en la membrana de la 
célula hospedera por un mecanismo desconocido, que son los que finalmente generan la 
señalización que lleva a la inducción de la salida del parásito.  
 
3.3.  Salida de su célula hospedera del parásito intracelular Plasmodium falciparum 
 
En el caso de Plasmodium falciparum los estudios acerca de los mecanismos de salida han 
sido más extensos,  planteándose al igual que para Leishmania la posibilidad de dos 
mecanismos básicos: el primero conduciría a una lisis de la membrana de la célula 
hospedera y la MVP (Dvorak et ál., 1975; Salmon et ál., 2001; Trager 2002; Wickham et 
ál., 2003; Glushakova et ál., 2005; Glushakova et ál., 2007; revisado por Rayner , 2006); y 
el segundo mecanismo estaría dado por la fusión entre la membrana de la célula hospedera 
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y la MVP (Clavijo et ál., 1998; Winograd et ál., 1999; Winograd et ál., 2001; Cortés y 
Caldas 2005; Cortés et ál., 2007). Para el mecanismo de ruptura, la discusión se ha centrado 
sobre el orden secuencial de la ruptura de las membranas, si es simultáneo (Glushakova et 
ál., 2005), si se da primero la ruptura de la membrana de la célula hospedera (Salmon et ál., 
2001; Soni et ál., 2005) o de la MVP (Wickham et ál., 2003). En el primer caso se ha 
demostrado por videomicroscopía usando marcadores fluorescentes, que la salida del 
parásito implica una ruptura de las membranas que lo contienen con una rápida descarga 
radial de los merozoítos, dejando fragmentos vesiculares de membrana en el sitio de 
liberación del parásito (Glushakova et ál., 2005). En el segundo caso, se ha planteado que 
podría darse una ruptura inicial de la membrana de la célula hospedera y luego la ruptura de 
la MVP (Salmon et ál., 2001) o que primero se da la ruptura de la MVP y luego la de la 
membrana del eritrocito (Wickham et ál., 2003), involucrándose en los dos casos la 
participación de proteasas en el proceso de ruptura.  Se sugiere además desagregación del 
citoesqueleto previo a la salida de Plasmodium (Pei et ál. 2007). Para el segundo 
mecanismo que involucra fusión de membranas, existe evidencia por videomicroscopía de 
contraste de fases en la que se muestra que durante la salida del parásito del eritrocito, no se 
dan cambios significativos en el contenido citoplasmático y en la integridad del eritrocito 
(medido por densidad óptica), descartando ruptura de membranas para permitir la salida del 
parásito (Winograd et ál., 1999); además se han detectado estructuras de membrana que 
aparecen periódicamente durante la infección en los momentos en que se da la salida del 
parásito (48 hpi), que podrían formar una especie de ducto entre la MVP y la ME, 
promoviendo contacto entre las dos y permitiendo su fusión, haciendo que el 
compartimiento que contiene al parásito al interior del eritrocito se haga continuo con el 
espacio extracelular favoreciendo la salida del parásito (Clavijo et ál., 1998). 
 
3.4.  Salida de su célula hospedera del parásito intracelular Trypanosoma cruzi 
 
Para el caso de Trypanosoma cruzi, protozoario causante del mal de Chagas en humanos, se 
ha demostrado que rápidamente después de la invasión, el parásito en su estadío amastigote 
sale de la VP en monocitos humanos (Ley et ál., 1988), más aun, se ha demostrado que 
tanto tripomastigotes como formas intermedias previas a la total transformación en 
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amastigotes salen de la VP dos horas después de la invasión (Ley et ál., 1990). Se cree que 
la salida del parásito de la VP al citoplasma para multiplicarse allí como amastigote, se 
encuentra mediada por la proteína Tc-TOX que es secretada por el parásito y se localiza 
posteriormente en la MVP generando su lisis, es además una proteína activa a pH ácido, lo 
que apoya aun más su actividad al interior de la VP acídica que se forma en la infección 
establecida por T. cruzi (Ley et ál., 1990)  y es reconocida por anticuerpos que reconocen el 
noveno componente del sistema de complemento (C9) y la perforina (Andrews y Withlow, 
1989; Andrews et ál., 1990). Respecto al mecanismo que el parásito usa para abandonar el 
citoplasma de la células hospedera una vez se ha multiplicado no ha sido estudiado pero en 
general, como en otros parásitos se cree que genera la ruptura de la célula para lograr su 
salida al espacio extracelular.  
 
3.5.  Salida de su célula hospedera del parásito intracelular Leishmania amazonensis 
 
En el caso de Leishmania se ha aceptado que la liberación de los amastigotes ocurre como 
consecuencia de la ruptura mecánica del macrófago, generada por el incremento en el 
número de parásitos en su interior (Handman y Bullen, 2002), afirmación basada en las 
observaciones “coincidenciales” de macrófagos dañados con amastigotes libres, durante los 
estudios iniciales del crecimiento de los parásitos en cultivo (Hawking, 1948; Handman y 
Spira, 1977). En el caso específico de L.  amazonensis se ha estudiado una proteína llamada 
leishporina (nombre dado por su posible capacidad de formar poros) con actividad óptima a 
pH ácido (5,0 – 5,5) y a 37ºC, que es expresada tanto por la forma promastigote como la 
amastigote. Esta proteína además muestra actividad lítica sobre eritrocitos y macrófagos, 
produciendo un incremento en la permeabilidad de la membrana y un incremento en la 
liberación de proteínas citosólicas (Noronha et ál., 1994; Noronha et ál., 1996; Noronha et 
ál., 2000; Almeida-Campos y Horta, 2000). A pesar de que esta proteína presenta una 
actividad óptima a pH ácido se ha observado que la actividad lítica se conserva hasta 
valores de pH de 7,5, así esta proteína se secretaría dentro de la VP para luego insertarse en 
la MVP provocando su lisis (Noronha et ál., 1996), pero más aun, ya en el citoplasma 
podría insertarse en la MPM generando también su lisis, permitiéndose así la salida de los 
amastigotes (Horta, 1997). Sin embargo los resultados muestran que a pH 4.5 la actividad 
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de la leishporina se reduce drásticamente, siendo la más baja en el rango de pHs estudiado 
(Noronha et ál., 1996), lo que pone en duda su acción a nivel de la VP ya que ésta presenta 
pHs entre 4,5-5,2 en infecciones establecidas (revisado por Russell, 1995). A pesar de estos 
resultados, es posible que el papel de esta leishporina no sea durante el proceso de salida de 
los amastigotes del macrófago, sino que funcione en otros procesos como la adquisición de 
moléculas provenientes del citoplasma de la célula hospedera como ha sido sugerido para 
Plasmodium (Desai et ál., 1993; Desai y Rosenberg, 1997; Desai et ál., 2000) y 
Toxoplasma (Schwab et ál., 1994). La leishporina al igual que TcTOX, es reconocida por 
anticuerpos contra el noveno componente del complemento (C9) y perforina, lo que apoya 
la idea de su posible papel como proteína formadora de poros, también se ha especulado 
que para su activación es necesaria la acción de una proteasa de serina, que podría romper 
alguna porción de la proteína como precursor, o romper un posible péptido inhibidor unido 
a la proteína, permitiendo así su activación (Almeida-Campos y Horta, 2000). También se 
ha demostrado que la actividad lítica de esta proteína depende de la presencia de un alto 
contenido de fosfolípidos en la membrana blanco, mientras que la presencia de otros 
posibles receptores como proteínas, carbohidratos y colesterol no parece tener un papel en 
la acción de esta porina (Castro-Gomes et ál., 2009). De estos estudios es importante 
destacar que no existe ninguna evidencia que demuestre que el parásito en efecto secrete e 
inserte esta proteína durante el proceso de infección y salida del macrófago. 
A pesar de que la creencia general es que el amastigote se libera después de una ruptura de 
las membranas que lo rodean, recientemente se ha propuesto que los amastigotes salen 
como consecuencia de la fusión entre la MVP y la MPM. Observaciones por microscopía 
de macrófagos infectados, han mostrado que no se da una ruptura de su membrana después 
de la acumulación en su periferia de amastigotes liberados, sugiriéndose la posibilidad de 
que el parásito podría reclutar la maquinaria exocítica del macrófago como estrategia para 
salir de este y reiniciar la infección (Rittig et ál., 1998; Rittig y Bogdan, 2000). Mediciones 
de capacitancia (Cm) de la MPM a lo largo del ciclo infectivo con L. amazonensis indican 
que se dan incrementos de esta, alcanzando un máximo a las 72 horas post infección (hpi) y 
presentando una caída a las 96 hpi, estos cambios son significativos y podrían estar 
relacionados con un proceso de incorporación de nueva membrana a la MPM a las 72 hpi 
(Corrales et ál., 2000), que podría explicarse por un evento de fusión entre la MVP y la 
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MPM. Adicionalmente se han hecho estudios durante el ciclo infectivo de L. amazonensis 
evaluando el porcentaje de infección, el número de parásitos por célula y el volumen de la 
VP; en estos estudios se observa un incremento tanto en el número de parásitos por célula 
como en el volumen de la VP, alcanzándose un máximo a las 72 hpi, y luego observándose 
un descenso en los dos parámetros hasta las 76-78 hpi, para luego registrarse un nuevo 
incremento a las 96 hpi, alcanzándose valores similares a los observados a las 72 hpi. Estos 
datos sugieren que en el periodo de tiempo analizado se están observando dos ciclos de 
infección, uno que se inicia desde las 0 hpi hasta las 72 hpi, tiempo en el cual el parásito en 
forma promastigote entra al macrófago, se diferencia a la forma amastigote y se replica, 
luego, entre las 72 hpi y las 78 hpi se daría la salida de los amastigotes, que reinfectarían 
macrófagos como amastigotes generando valores para número de parásitos por célula y 
para volumen de la VP similares a los de 72 hpi en un menor tiempo, debido probablemente 
a que ya no es necesaria la transformación de promastigote a amastigote (Díaz, 2002; León, 
2005; León et ál., 2005). Estos experimentos son de importancia en el estudio del proceso 
de salida del amastigote de su célula hospedera, ya que permiten establecer un tiempo en 
que se debe estudiar el proceso, es decir el periodo comprendido entre las 72 y las 78 hpi; 
además, son coincidentes con los cambios en la Cm de la MPM  indicativa de procesos de 
aumento en el área de la membrana. Díaz (2002), realizó además estudios del 
comportamiento del ciclo infectivo de L. amazonensis usando Leupeptina (que ha sido 
implicada por Flaherty y Swann, 1993 en  la inhibición de fusión de membranas en la 
reacción acrosomal) y PMA (que ha sido reportado por  Kielian y Cohn, 1981 como fuerte 
promotor de fusión entre fagosomas y lisosomas al ser aplicado en macrófagos), 
evidenciando que se presentan cambios en el ciclo infectivo que sugieren que los 
amastigotes salen del macrófago por un mecanismo que involucra fusión de membranas. 
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4. MARCO TEÓRICO 
 
4.1 Macrófagos 
 
Los macrófagos son leucocitos de larga vida, originados de células progenitoras de medula 
ósea, que migran al torrente sanguíneo en forma de monocitos para luego ser reclutados en 
los tejidos por señales constitutivas o inflamatorias y madurar allí en macrófagos. Estos 
junto con los neutrófilos, son los “fagocitos profesionales” en el organismo. Los 
macrófagos son importantes para la homeostasis tisular y se encuentran prácticamente en 
todos los tejidos del cuerpo, exhibiendo una gran variación en morfología y desempeñando 
una amplia variedad de funciones fisiológicas. Son además responsables de la remodelación 
de tejidos durante el desarrollo y durante la reparación de heridas, secretando diferentes 
citoquinas, factores de crecimiento y proteasas que facilitan la remodelación de la matriz 
extracelular e incrementan el reclutamiento de otros tipos celulares como fibroblastos y 
células del músculo liso que son importantes en la reparación de heridas. Citoquinas claves 
secretadas por macrófagos incluyen: interleuquina 1 beta (IL-1β), factor de necrosis 
tumoral alfa (TNF-α), interleuquina 10 (IL-10), interleuquina 12 (IL-12) y factor de 
crecimiento transformante beta (TGF- β). También secretan numerosas, proteasas, 
activadores e inhibidores de proteasas, y factores de crecimiento (como FGF y PDGF) en 
respuesta a señales fisiológicas (Lucas y Greaves, 2001). 
 
Los macrófagos contienen lisosomas especializados que se fusionan con vesículas 
fagocíticas (fagosomas), exponiendo el antígeno fagocitado a una gama de productos 
enzimáticos, especies de oxígeno altamente reactivas, hipoclorito y a una mezcla de 
hidrolasas lisosomales. Los macrófagos son responsables también del reconocimiento y 
remoción de células senescentes en muchos tejidos, y son los únicos en fagocitar 
microorganismos muy grandes como los protozoarios. En la respuesta inmune adaptativa 
los macrófagos junto con las células dendríticas y las células B, cumplen la función de 
células presentadoras de antígenos. Esta presentación de antígenos ayuda a que haya una 
activación de los linfocitos T citotóxicos y los linfocitos T helper los cuales llevan a cabo la 
respuesta inmune (Alberts et ál., 2002). 
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4.2 Leishmania 
 
Los parásitos del género Leishmania son parásitos del orden Kinetoplastida, pertenecientes 
a la familia Trypanosomatidae, agentes etiológicos de las leishmaniosis, presentan un ciclo 
de vida digenético, alternando entre dos estadios: promastigotes flagelados, residentes 
extracelulares del tracto digestivo de dípteros, pertenecientes a los géneros Lutzomya 
(Nuevo Mundo) y Phlebotomus (Viejo Mundo) y amastigotes, la forma intracelular del 
parásito que reside al interior de células hospederas de diversas especies de mamíferos 
(Despommier et ál., 2005). En los hospederos mamíferos estos parásitos infectan 
preferencialmente células fagocíticas, especialmente macrófagos y células dendríticas; sin 
embargo, se ha documentado que dentro de las lesiones a nivel de la piel también infecta 
otros tipos celulares como neutrófilos y fibroblastos (Kima, 2007) 
 
El proceso de propagación de la infección se inicia cuando macrófagos infectados de 
animales reservorio son ingeridos por insectos hembra. Durante la alimentación, el 
mosquito se llena completamente de sangre gracias a que un péptido propio del parásito 
interactúa con los músculos del estómago, impidiendo la regurgitación del exceso 
(Vaydianathan, 2005). Adicionalmente el parásito puede fijarse en el estómago del insecto 
gracias a una interacción hidrofóbica inespecífica entre la superficie de su flagelo y la 
célula epitelial (Wadkin y Bates, 2004). Estas estrategias incrementan la probabilidad de 
infectar al vector ya que impiden que el parásito sea expulsado.  
 
Una vez al interior del hospedero invertebrado los promastigotes migran hasta ubicarse en 
la parte media del intestino, donde se adhieren por interacciones específicas entre galectinas 
de las células epiteliales del tracto digestivo y el lipofosfoglicano (LPG), propio del 
parásito (Alexander et ál., 1999; Kamhawi et ál., 2004). Durante el tiempo que el parásito 
se encuentra adherido a las células epiteliales se duplica y no es infectivo, forma conocida 
como promastigote procíclico (Alexander et ál., 1999). Posteriormente mediante un 
proceso denominado metaciclogénesis, el parásito cesa su división, se desprende y migra 
hacia la probóscide del insecto (Evans, 1993).  
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Los parásitos son inoculados directamente al hospedero mamífero mediante la picadura del 
insecto. En el hospedero estos parásitos son fagocitados por macrófagos y son confinados 
en un fagosoma. Durante las primeras dos horas post-infección este compartimiento se 
fusiona poco con compartimientos de la red endolisosomal; aparentemente el LPG del 
parásito impediría la despolimerización del citoesqueleto de actina que circunda el 
fagosoma evitando así su fusión con otros compartimentos, dando tiempo suficiente al 
parásito para completar su diferenciación a amastigote, su forma intracelular mejor 
adaptada para sobrevivir en el ambiente hostil que ofrece el macrófago (Swanson y  
Fernández-Moreia, 2002).  
 
Luego de 2 horas post-infección el fagosoma adquiere características de endosoma tardío 
como son: un pH acídico, presencia de las hidrolasas catepsina D, B, H, L y los marcadores 
lisosomales LAMP1 y LAMP2 (Alexander et ál., 1999); este compartimiento se denomina 
vacuola parasitófora (VP). A pesar de que muchos patógenos son eliminados en endosomas 
tardíos, Leishmania logra sobrevivir y multiplicarse al interior del macrófago, gracias a que 
su metabolismo está adaptado al pH de la VP y puede evadir los mecanismos microbicidas 
de estas células, que en primera instancia se encuentran programadas para destruirlo. 
 
4.3. Generalidades sobre membranas biológicas 
 
Las membranas biológicas juegan un papel crucial en casi todos los fenómenos celulares 
(Singer y Nicolson, 1972). La membrana plasmática encierra la célula, define sus límites y 
mantiene las diferencias esenciales existentes entre el medio extracelular y el citoplasma. 
Al interior de las células eucarióticas, las membranas biológicas dividen el espacio interior 
en compartimientos discretos (aparato de golgi, retículo endoplasmático, mitocondria, 
lisosomas, etc.) con el fin de segregar componentes y por lo tanto procesos. Además de sus 
funciones como barrera, las membranas biológicas generan gradientes, permiten el 
movimiento de moléculas seleccionadas, censan las señales provenientes del medio 
externo, entre otras funciones. A pesar de esta aparente heterogeneidad funcional, todas las 
membranas biológicas tienen una estructura básica común, conformada por una bicapa 
 25
lipídica intercalada por proteínas (Nelson y Cox, 2000; Alberts et ál., 2002; Chen et ál., 
2007).  
 
4.3.1. Composición de las membranas  
 
4.3.1.1. Lípidos: Los lípidos que constituyen las membranas se clasifican en general en 
polares y no polares. Los lípidos polares, dentro de los que se incluyen los fosfolípidos y 
glicolípidos constituyen la bicapa de las membranas. Dentro de estos lípidos existe una 
amplia heterogeneidad estructural de sus grupos polares, de las longitudes y grados de 
insaturación de las cadenas de ácidos grasos y del tipo de enlace de estos con el esqueleto 
de glicerol.  
En cuanto a los lípidos no polares, como el colesterol, el estigmasterol y el ergosterol, no se 
consideran elementos determinantes de la estructura de las membranas y no son 
constituyentes universales de éstas.   
 
4.3.1.2. Proteínas: En general los lípidos son químicamente inertes y forman una barrera 
impermeable para el flujo de moléculas hidrofílicas pequeñas y iones. Las proteínas 
asociadas a las membranas son las encargadas de la mayoría de las funciones químicas 
llevadas a cabo por las membranas, como actividades enzimáticas (como fosforilación), 
transporte de iones y otras moléculas y recepción de señales (hormonales, señales 
mitogénicas, etc). Las proteínas de membrana se pueden agrupar en dos clases generales: 
 Integrales: Se encuentran fuertemente asociadas a las membranas al  traspasar la 
bicapa y representan cerca de un 70% del contenido proteico total de las 
membranas. Se reconocen por sus propiedades hidrofóbicas y operacionalmente por 
las condiciones requeridas para su disociación en estado intacto a partir de una 
membrana: (1) se requieren tratamientos drásticos, con detergentes, ácidos biliares, 
agentes denaturantes o solventes orgánicos, (2) en la mayoría de los casos 
permanecen asociadas a lípidos después de la extracción y (3) usualmente son 
altamente insolubles en buffers acuosos neutros. 
 Periféricas: No se encuentran fuertemente asociadas a las membranas y son 
mantenidas en asociación por la presencia de interacciones débiles. Se reconocen 
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operacionalmente por las condiciones requeridas para su disociación en estado 
intacto a partir de una membrana: (1) se requieren tratamientos suaves como 
incrementos en la fuerza iónica del medio o la adición de quelantes, (2) se disocian 
libres de lípidos y (3) son relativamente solubles en buffers acuosos neutros. 
 
Dentro de las membranas se generan interacciones de diverso tipo, que son responsables de 
la estructura general descrita anteriormente: 
 Interacciones hidrofóbicas, definidas como factores termodinámicos responsables 
del secuestro de grupos hidrofóbicos o no polares lejos del agua 
 Interacciones hidrofílicas, definidas como factores termodinámicos responsables de 
la preferencia de grupos hidrofílicos o polares por un medio acuoso 
Existen además otros tipos de interacciones como las de tipo electrostático y los puentes de 
hidrógeno que a pesar de contribuir a la estructura macromolecular de la membrana son de 
menor relevancia con respecto a la estructura básica general (Singer y Nicolson, 1972; 
Singer, 1979).  
 
4.4. Fusión de Membranas  
 
Los procesos de fusión de membranas biológicas son eventos centrales en muchos procesos 
celulares y fisiológicos, ya que se han observado en varios procesos dentro de los que se 
incluye:  
 fusión célula-virus involucrada en la entrada de virus recubiertos en sus células 
blanco (Blumenthal et ál., 2002) 
 fusión célula-célula como un proceso normal para el desarrollo de ciertos tejidos y 
procesos de fertilización (Atif et ál., 2006) o como proceso asociado a infecciones 
virales (Blumenthal et ál., 2003) o a enfermedades crónicas (Vignery, 2000; 
McNally y Anderson 2005; Vignery, 2005; Cui et ál., 2006) 
 fusión intracelular involucrada en el proceso de tráfico vesicular esencial en 
procesos de absorción y secreción de moléculas por parte de la célula y en eventos 
de división celular (Blumenthal et ál., 2003; Deeba et ál., 2005; Atif et ál., 2006) 
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La fusión de membranas involucra la unión de dos membranas de dos entidades diferentes 
y la mezcla del contenido acuoso que dichas membranas encapsulan. El esquema general de 
un proceso de fusión de membranas está dado por la siguiente ecuación:  
 
A+B  AB  C 
 
donde A y B son entidades separadas, AB es el complejo pre-fusión y C es el producto final 
fusionado. Esta reacción ocurre de forma espontánea si los reactantes son inestables de 
forma inherente, condición que en las membranas biológicas no se presenta y en las que los 
procesos de fusión se dan por eventos altamente regulados y coordinados por proteínas  
específicas de fusión como las SNAREs (Soluble NSF/alpha SNAP receptors) y  las Rabs 
(subfamilia de Ras GTPasas). Estas proteínas se requieren para dos procesos esenciales: (1) 
asociar a la pareja potencial que se va a fusionar y (2) catalizar la reacción de fusión 
(Blumenthal et ál., 2003). A pesar del papel crucial de las proteínas en los procesos de 
fusión, recientemente se ha demostrado que la composición lipídica de las membranas 
también es relevante en el proceso de fusión (Ahmad et ál., 2001; Deeba et ál., 2005; Atif 
et ál., 2006).  
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 
 
5.1 Cultivo de Macrófagos 
 
Macrófagos peritoneales de ratón de la línea J774A.1 obtenidos a partir de la ATCC (TIB 
67) fueron mantenidos en monocapa en botellas de 25 cm2 a 35°C y 5% de CO2, empleando 
medio RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) 
(Eurotroph) (Forero et ál. 1999).  
 
5.2 Cultivo de Parásitos 
 
Se emplearon parásitos de la especie L. amazonensis cepa (FLA/BR/67/PH8), adquiridos al 
CIDEIM (Cali, Colombia). Los parásitos fueron sembrados en el estadio de promastigotes a 
una concentración inicial de 106 células/ml en cajas de 25 cm2 en medio Schneider (Gibco) 
suplementado con 10% (v/v) de SFB. Los cultivos fueron mantenidos a 27°C hasta alcanzar 
una densidad de 107 células/ml (que se mantuviera constante durante 24 h) y un porcentaje 
de rosetas del 80% (Fig. 1), condiciones que indicaron una alta infectividad de los 
parásitos, lo que permitió su colección para infección en macrófagos. 
 
Fig.1. Cultivo de L. amazonensis en fase estacionaria, con un porcentaje de rosetas del 80%. La flecha blanca indica un 
promastigote libre y la flecha amarilla indica una roseta de promastigotes. La barra indica 10 µm. 
Durante el cultivo de los parásitos se presentaron dificultades relacionadas principalmente 
con contaminación frecuente de la línea celular con bacterias y levaduras (Fig.2), lo cual 
hizo imposible su utilización para infectar macrófagos. En este sentido se aplicaron 
correctivos como: (1) se solicitó al CIDEIM el envío de una línea celular nueva, con el fin 
de descartar que la contaminación se encontrara en  la línea celular previamente utilizada, 
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(2) se implementaron medidas adicionales que garantizaran las condiciones de esterilidad 
tanto del cuarto de cultivo como del material empleado en la manipulación.  
     
 
Fig.2. Cultivos de L. amazonensis contaminado con otros microorganismos. La figura de la izquierda muestra una 
coloración de Gram, la flecha blanca indica un promastigote de L. amazonensis y las flechas amarillas indican la 
contaminación del cultivo con cocobacilos Gram -. La figura de la derecha muestra un cultivo de L. amazonensis 
contaminado con levaduras (indicadas con las flechas amarillas), las flechas blancas indican rosetas de promastigotes. Las 
barras blancas indican 10 µm. 
 
A pesar de las medidas tomadas no fue posible el mantenimiento de la línea celular, razón 
por la cual fue necesaria la compra de una nueva cepa de L. amazonensis 
(FLA/BR/67/PH8) al CIDEIM (Cali), la cual llegó al laboratorio el 23 de Julio de 2009, y 
con lo cual se lograron superar los inconvenientes con el cultivo y se pudieron realizar de 
forma continua los experimentos requeridos en este estudio.  
 
5.3 Infección de macrófagos por Leishmania amazonensis 
 
Células J774.A1 fueron expuestas a promastigotes de L. amazonensis en fase estacionaria, 
en una proporción de 1:10 y mantenidas a 35°C y 5% CO2 por 4 horas. El excedente de 
parásitos fue removido por lavado con RPMI. Posteriormente, los cultivos fueron 
mantenidos a 35ºC y 5% de CO2. Al realizar las infecciones se observó a las 72 hpi, la 
presencia de una VP grande (con volumen aproximado de 160 µm3), conteniendo varios 
amastigotes que en su mayoría se agrupan hacia algún extremo del lumen de la VP (Fig. 3). 
A partir de estas infecciones de buena calidad, en términos de porcentaje de infección 
(superior al 50% a las 72 horas) y presencia clara de VPs con múltiples parásitos en su 
interior se realizaron los experimentos.  
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Fig.3. Infección de macrófagos J774.A1 con L. amazonensis. Las flechas blancas indican las VPs y las flechas amarillas 
indican los parásitos en su forma amastigote. La barra blanca indica 5 µm 
 
5.4. Carga de sondas fluorescentes en la membrana plasmática de macrófagos 
 
5.4.1. Carga de la sonda FM 1-43 
 
La sonda FM 1-43 es un colorante vital de membrana que reporta eventos acumulativos de 
exocitosis. Esta sonda es anfifílica y fluoresce cuando está inserta en un ambiente 
hidrofóbico, como lo es la membrana plasmática, pero no es capaz de atravesarla. Así, un 
incremento en el área de la membrana puede ser reportado por el uso de este colorante, ya 
que una adición de membrana no marcada, permite la inserción de mayor cantidad de FM 
1-43, reportándose un incremento en la fluorescencia basal (Sikdar et ál., 2005).  
Como se mencionó previamente se cree que un posible mecanismo de liberación de 
amastigotes implica fusión de la MVP y la MPM, dicho mecanismo podría detectarse con el 
uso de FM 1-43, haciendo un marcaje previo a la salida del parásito y haciendo un 
seguimiento de la intensidad de la fluorescencia emitida por la sonda durante el tiempo de la 
salida del parásito. Esta sonda FM 1-43 absorbe a 480 nm y emite a 535 nm. Para su uso en 
este estudio se establecieron inicialmente las condiciones de marcaje óptimas para 
macrófagos, partiendo del protocolo sugerido por el distribuidor (Molecular Probes).  
Inicialmente se preparó una solución concentrada de la sonda, con el fin de a partir de ésta 
preparar soluciones de menor concentración para ser utilizadas en los marcajes de macrófagos 
control y macrófagos infectados con L. amazonensis. La solución concentrada se preparó 
diluyendo 1 mg de la sonda en 500 µl de DMSO (dimetil sulfóxido, Sigma), de tal forma que 
se obtuvo una concentración de 2 mg/ml; a partir de la solución anterior se prepararon 
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soluciones con concentración 1 mg/ml mezclando 30 µl de agua (destilada, desionizada y 
estéril) con 30 µl de la solución con concentración 2 mg/ml, esto se hizo con el fin de diluir la 
cantidad de DMSO, ya que éste es tóxico y podría causar daño en las células al ser empleado 
para el marcaje de éstas. 
A partir de la solución con concentración 1 mg/ml se preparó una solución de marcaje 
(preparada en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB) con concentración 5 µg/ml, la cual es 
recomendada por el proveedor. Esta solución fue aplicada sobre macrófagos control 
(previamente sembrados en laminillas de vidrio con 24 horas de adhesión) durante 1 minuto a 
35°C, posterior a esto la muestra fue observada en un microscopio confocal (LSM 510 
META, Zeiss), observándose que estas condiciones generan un buen marcaje de las células, 
ya que se observa un marcaje del 98% con excelente definición de la membrana (Fig. 4).  
 
 
Fig. 4. Macrófagos J774.A1 marcados con la sonda fluorescente FM 1-43. En esta figura se observa la totalidad de las 
células marcadas con la sonda usada, destacándose de forma clara el marcaje de membrana plasmática. La barra indica 10 
µm.  
 
Teniendo en cuenta este resultado se decidió hacer pruebas usando concentraciones 
menores con el fin de evaluar la posibilidad de usar una concentración menor en la 
realización de los marcajes y así optimizar el uso de la sonda. En estas pruebas se usaron 
concentraciones de 1 y 2,5 µg/ml. En ambos casos se observó que el porcentaje de marcaje 
era muy bajo, y en los pocos casos que era observable la fluorescencia, ésta desaparecía con 
tiempos cortos de observación (blanqueamiento de la sonda), lo que impidió la toma de 
imágenes de estos marcajes. Teniendo en cuenta esto, se decidió que la concentración 
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apropiada para la realización de los marcajes es de 5 µg/ml aplicada durante 1 minuto a 
35°C. 
 
 
 
Fig. 5. Macrófagos J774.A1 marcados con la sonda fluorescente FM 1-43. 15 y 10 minutos después del marcaje. Las 
flechas indican algunas vesículas de endocitosis. 
 
 
Además de la estandarización de los marcajes, es necesario establecer la estabilidad del 
marcaje a nivel de membrana, razón por la cual se hizo un seguimiento del marcaje con FM 
1-43 de macrófagos control con el fin de definir el tiempo en el que se inicia la formación 
de vesículas de endocitosis. Para este seguimiento macrófagos control fueron sembrados  
en laminillas de vidrio permitiendo su adherencia durante 24 horas, luego se realizó 
marcaje con solución de la sonda FM 1-43 a una concentración de 5 µg/ml durante 1 
minuto a 35°C, observándose posteriormente en microscopio invertido de epifluorescencia 
(IC 35, Zeiss, Germany), usando un set de filtros apropiado (excitación: BP 480 nm, espejo 
dicroico: 510 nm y emisión: LP 510 nm, Zeiss). Las observaciones se hicieron controlando 
la temperatura del medio a 35°C. De estas observaciones se encontró que después de 10 
minutos de realizado el marcaje inicia la aparición de vesículas de endocitosis, que se 
observan como manchas circulares y brillantes al interior del macrófago (Fig. 5). Esto 
indica que el seguimiento de la intensidad de fluorescencia sobre la membrana del 
macrófago se puede hacer con confianza durante los primeros 10 minutos de realizado el 
marcaje, lo que indica que esta sonda no es ideal para realizar el seguimiento de la salida 
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del parásito ya que los intervalos de tiempo en los que se estima se da la salida del parásito 
son bastante más largos.  
 
5.4.2. Carga de la sonda Calceína  
 
Calceína AM es una sonda aniónica de 995 Da que es excluída de la VP, probablemente 
debido a su tamaño y a que al encontrarse en forma de sal en el citoplasma (por acción de 
esterasas citoplasmáticas) es incapaz de atravesar la MVP (Cortázar et ál., 2006). Por tanto en 
macrófagos infectados y cargados con esta sonda entre las 72 y 78 hpi (tiempo en el cual se 
cree se da la salida de los parásitos), al observarse la salida, si esta es por un proceso de fusión 
de membranas este marcaje se debe mantener en el citoplasma del macrófago, mientras que si 
se da por un proceso de ruptura de la MVP y la MPM, se espera que la VP pierda la capacidad 
de excluir el marcaje con calceína y además se espera observar una pérdida total del marcaje 
citoplasmático de los macrófagos debido a la ruptura de la MPM, ya que se ha mostrado que 
el marcaje con Calceína AM es retenido en células con membranas intactas y es rápidamente 
perdido bajo condiciones que causan lisis celular. Con el fin de realizar una primera 
aproximación del marcaje con Calceína AM (Molecular Probes), macrófagos control e 
infectados con L. amazonensis (con 48 hpi) fueron expuestos a la sonda a una concentración 
de 40 M en RPMI durante 5 min a 35°C (condiciones estandarizadas en trabajos previos del 
laboratorio), luego de lo cual se hicieron dos lavados con RPMI sin suero para retirar el 
exceso de sonda. Luego se agregó RPMI 1640 suplementado con SFB 10% y la fluorescencia 
fue evidenciada usando un set de filtros apropiado (excitación: BP 480 nm, espejo dicroico: 
510 nm y emisión: LP 510 nm, Zeiss) en un microscopio invertido de epifluorescencia (IC 35, 
Zeiss, Germany). Con este primer experimento se observó que el marcaje bajo estas 
condiciones es eficiente, observándose un alto porcentaje de marcaje, y exclusión de esta 
sonda de la VP (Fig. 6) como ha sido previamente reportado (Cortázar et ál., 2006).  
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Fig. 6. Macrófagos J774.A1 infectados con L. amazonensis marcados con la sonda Calceína AM. Las flechas blancas indican 
la VP, observándose de forma clara la exclusión de la sonda de este compartimento. La barra indica 10 µm. 
 
Teniendo en cuenta que con este experimento se espera poder detectar un evento de lisis de la 
célula hospedera o de fusión de la MVP y de la MPM para permitir la liberación del parásito, 
se realizó un control positivo del evento de lisis reemplazando el RPMI de las células 
marcadas por una solución con Triton X-100 (Sigma) al 10% para observar el efecto de este 
sobre las células y especialmente su efecto sobre el marcaje con calceína AM. Al hacer esto se 
observó que las células disminuyen de tamaño y progresivamente pierden el marcaje, 
haciendo que la coloración verde fluorescente generada por la sonda se observé en todo el 
campo perdiéndose el fondo negro que usualmente se observa mientras la sonda se encuentra 
confinada en las células (Fig. 7), lo que muestra que este marcaje sí es adecuado para detectar 
eventos de daño masivo en la MPM.  
 
 
 
 
Fig. 7. Macrófagos J774.A1 infectados con L. amazonensis marcados con la sonda Calceína AM y tratadas con Triton X-100. 
En esta figura no se observan células infectadas. En la fotografía por microscopía de luz (izquierda) se observa el deterioro en 
la morfología de las células y en las dos fotografías por microscopía de fluorescencia (centro y derecha) se observa la pérdida 
progresiva del marcaje al interior de la célula y su aparición en el medio extracelular. La barra indica 20 µm. 
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5.4.3. Seguimiento del proceso de salida de Leishmania amazonensis de macrófagos 
cargados con Calceína AM 
 
 
Para hacer un primer seguimiento de la sonda Calceína AM por microscopía de 
epifluorescencia macrófagos infectados con L. amazonensis fueron marcados bajo las 
condiciones previamente descritas y la fluorescencia fue evidenciada en microscopio 
invertido de epifluorescencia (IC 35, Zeiss, Germany), usando un set de filtros apropiado 
(excitación: BP 480 nm, espejo dicroico: 510 nm y emisión: LP 510 nm, Zeiss), tomando 
fotografías cada 5 minutos con una cámara digital que genera una imagen RGB (Red, Green, 
Blue) de 8 bits, que posteriormente fue convertida a una imagen a color de 8 bits, para poder 
realizar una cuantificación relativa de la intensidad de la fluorescencia (entre 255 posibles 
niveles de verde) a través del análisis de imágenes con el programa Image J 
(http://rsb.info.nih.gov/ij). De nuevo se observó que el marcaje bajo estas condiciones es 
eficiente, observándose un alto porcentaje de marcaje y verificándose la exclusión de esta 
sonda de la VP (Fig. 8). Al hacer el seguimiento del marcaje a partir de las 72 hpi (8:00 am) 
no fue posible establecer algún cambio en la distribución de la sonda, ya que el parásito no 
salió en el lapso de observación (una hora) como se observa en las fotografías por 
microscopía de luz (Fig. 8), esto pudo deberse a que durante estos ensayos no se hizo control 
de temperatura. Además se observó que la sonda sufrió blanqueamiento durante la 
observación.   
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Fig. 8. Macrófagos J774.A1 infectados con L. amazonensis marcados con la sonda Calceína AM, observándose una célula 
infectada (flecha blanca) con exclusión de la sonda de la VP. La barra indica 10 µm. 
 
Además del seguimiento del marcaje con Calceína AM por microscopía de fluorescencia, se 
hizo un ensayo para determinar si durante el intervalo de tiempo en el que ocurre la salida del 
parásito se da una liberación de la sonda al medio de cultivo, lo que implicaría una liberación 
de citoplasma durante el proceso de salida. Para esto, macrófagos infectados con L. 
amazonensis (48 hpi) fueron sembrados  en cajas de 96 pozos (1x104 células) permitiendo su 
adherencia durante 24 h, luego se realizó marcaje con solución de la sonda Calceína AM a 
una concentración de 40 µM durante 15 minutos a 35°C (69 hpi), luego se hicieron tres 
lavados con RPMI 1640 y se agregaron 200 µl de RPMI suplementado con 10% de SFB. 
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Después de esto se recogieron sobrenadantes de cultivo cada media hora (por triplicado) hasta 
completar 75 hpi, y a estos se les hizo lectura de la intensidad de fluorescencia (Photon 
Counting Spectrofluorimeter, PC1™, ISS Fluorescence and Biomedical Instrumentation) 
usando como longitud de onda de excitación 494 nm y como longitud de onda de emisión 517 
nm.  Se incluyeron controles de autofluorescencia del RPMI y también  controles de 
liberación máxima, que se hicieron usando células lisadas por congelación-descongelación. 
De este ensayo no se obtuvieron resultados satisfactorios ya que la intensidad de la 
fluorescencia fue muy baja (incluso en el control de liberación máxima), por esto se decidió 
aumentar en un factor de 10 el número de células usadas. Además, las réplicas para el control 
de liberación máxima arrojaron resultados contradictorios entre sí, en algunos casos 
observándose una señal alta de fluorescencia y en otros casos una señal muy baja, 
probablemente debido a que el método de lisis no fue el adecuado, razón por la cual se 
decidió usar Triton X-100 al 1%, también se decidió incluir tanto el sobrenadante (que 
corresponde a la fluorescencia emitida por la sonda que ha sido liberada) como las células en 
el pellet (que corresponde a la fluorescencia emitida por la sonda que aun se encuentra en el 
interior de las células) en la cuantificación de la fluorescencia.  
Teniendo en cuenta los resultados del experimento inicial, macrófagos infectados con L. 
amazonensis (71 hpi) fueron raspados  de la caja de cultivo, se realizó conteo  en cámara de 
Neubauer  para determinar el número de células  totales, el porcentaje de infección y la 
viabilidad, luego se centrifugaron a 300 X g durante 5 minutos y el pellet  fue resuspendido  
en 500 µl de solución de la sonda Calceína AM a una concentración de 40 µM durante 15 
minutos a 35°C, luego se hicieron dos lavados con RPMI 1640 y se agregaron 500 µl de 
RPMI suplementado con 10% de SFB, estas células se  repartieron en partes iguales para cada 
uno de los tiempos (72, 72.5 y 73 hpi) y los controles (autofluorescencia del medio, lisis total) 
por triplicado, y se completó un volumen final de 200 µl con RPMI suplementado con 10% de 
SFB. Por cada tiempo de infección se recogieron sobrenadantes y pellets por centrifugación a 
500 rpm 300 X g por 5 minutos, a los cuales se les hizo lectura de la fluorescencia. En el 
medio de cultivo (RPMI 1640+10% SFB) y en el medio de lisis (RPMI 1640+10% SFB+1% 
Triton X-100) la intensidad de fluorescencia (en las longitudes de onda de emisión 510-530 
nm) es bastante baja,  comparada con la generada por la lisis de las células cargadas con 
Calceína AM (Fig. 9). En el control de lisis total se observa que la mayor intensidad de 
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fluorescencia se presenta en el sobrenadante, lo que indica que el método de lisis con Triton 
X-100 1% es efectivo y permite detectar la presencia de la sonda fluorescente en el medio sin 
ninguna interferencia. Adicionalmente el control de lisis sirve como referencia para calcular 
en los distintos tiempos de infección el porcentaje de células que han sufrido lisis.  
A     
 
B  
 
 
 
Fig. 9. A. Intensidad de fluorescencia del medio de cultivo y del medio de lisis. B. Intensidad de fluorescencia del control de 
lisis total pellet y sobrenadante. Los datos se presentan como intensidad promedio ± ES, n=3.  
 
 
En los grupos correspondientes a los distintos tiempos de infección se observa que la mayor 
intensidad de fluorescencia se presenta en el pellet, lo que indica que la mayoría de la sonda 
fluorescente se encuentra en las células, sin embargo en el sobrenadante se observa una 
intensidad de fluorescencia que es considerablemente mayor a la del medio de cultivo por sí 
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solo, lo que indica que se ha dado una liberación de esta de las células infectadas. Además en 
los tres puntos tomados se observa un incremento progresivo de la intensidad de fluorescencia 
en el sobrenadante (Fig. 10), que coincide con el tiempo en el que se cree se da la salida del 
parásito. La intensidad de fluorescencia observada en el sobrenadante en cada tiempo de 
infección se puede relacionar con un porcentaje de células que han sufrido lisis así: (1) 72 hpi: 
22.84%, (2) 72.5 hpi: 31.19% y (3) 73 hpi: 35.51%. Estos porcentajes no equivalen al 
porcentaje de infección calculado de los conteos iniciales el cual es cercano al 60%, lo cual no 
es compatible con la idea de que la salida del parásito involucra un evento de lisis masiva, 
más bien sugiere que el proceso de salida del parásito podría no ser sincrónico y que además 
durante el proceso de salida no se da una liberación total sino parcial del contenido 
citoplasmático de la célula infectada. Es posible además, que la liberación de esta sonda no 
esté relacionada con la liberación del parásito sino con la actividad de transportadores ABC 
(ATP binding cassette) presentes en la membrana plasmática del macrófago, capaces de 
transportar a través de la membrana, moléculas de diverso tamaño e identidad incluyendo 
iones y macromoléculas (Rees et ál., 2009). Se han reportado transportadores ABC como la 
glicoproteína P y la proteína MRP1 (multidrug resistance associated protein 1) capaces de 
expulsar de la célula moléculas hidrofóbicas cargadas, características que posee la calceína 
una vez ha entrado a la célula y ha sufrido la acción de las esterasas intracelulares (Bodó et 
ál., 2003); además la expulsión de calceína ha sido usada como un ensayo para evaluar el 
efecto de distintos inhibidores de la glicoproteína P y MRP1, ya que se ha demostrado que 
esta molécula es un sustrato susceptible de ser expulsado por estas proteínas, generando su 
salida de células cargadas (Roy et ál.,2009; Fujimoto et ál., 2009), sin embargo las células 
que se han empleado en estos estudios tienen sobreexpresión de estos transportadores en su 
membrana lo que facilita la pérdida de calceína y otros componentes a través de ellos.  
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Fig. 12. Intensidad de fluorescencia (a 517 nm) en sobrenadantes y pellets de macrófagos infectados con L. amazonensis 
marcados con Calceína AM con distintos tiempos de infección comparados con la lisis total de un número equivalente de 
células. Los datos se presentan como intensidad promedio ± ES, n=3 
 
5.4.4. Seguimiento del proceso de salida de Leishmania amazonensis del macrófago por 
microscopía de luz  
Teniendo en cuenta los inconvenientes observados durante el seguimiento de la salida del 
parásito realizando observación por microscopía de fluorescencia del marcaje con Calceína 
AM, surgió el interés de realizar un seguimiento por microscopía de luz y con control de 
temperatura a 35°C, con el fin  de verificar que en efecto la salida de los parásitos se da en 
los tiempos que la evidencia experimental ha sugerido y, además, poder observar la 
frecuencia con la que es posible observar el fenómeno bajo las condiciones experimentales 
antes descritas. Para realizar el control de temperatura se diseñó una placa de aluminio 
acoplada al microscopio de fluorescencia y a un sistema de calentamiento (HC-1P Heater 
assembly) conectado a un controlador de temperatura (mTC micro-Temperature 
Controller). Sobre esta placa se montó una caja de petri con un orificio circular en su base, 
cubierto con una laminilla cubreobjetos sobre la cual se colocaban las células a observar 
(Fig. 13).  
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A 
 
B 
 
Fig. 13. Cámara de control de temperatura. En A se presenta la placa de aluminio junto con el sistema de calentamiento y 
el controlador de temperatura. En B se observa todo el sistema montado en el microscopio de epifluorescencia.  
 
Este seguimiento de la infección por microscopía de luz indicó que la salida en efecto se da 
entre las 72 y las 78 hpi, para este caso aproximadamente a las 73 hpi.  Este periodo de 
tiempo coincide con el mayor aumento de capacitancia que es una medida indirecta del área 
del macrófago. La salida se inicia con el movimiento de los parásitos al interior de la VP 
desplazándose hacia su periferia y acercándose a la MPM, este proceso toma 
aproximadamente 5 minutos, después de los cuales el parásito sale de la célula de forma 
rápida y se observa claramente en el espacio extracelular (Fig. 14). Aparentemente durante 
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el evento de salida del parásito también se libera contenido citoplasmático, sin embargo, 
esta observación puede deberse a extensiones celulares típicas del macrófago que podrían 
proyectarse durante el proceso de salida. Es importante destacar que no se observa una  lisis 
masiva de la célula hospedera durante ni después del evento de salida, observándose un 
cuerpo celular definido sin vesiculación evidente durante los 10 minutos posteriores a la 
salida del parásito. 
 
Fig.14. Infección de macrófagos J774.A1 con L. amazonensis. La flecha blanca indica la VP y la flecha amarilla indica los 
parásitos en su forma amastigote. Cuadro de tiempo (horas:minutos:segundos), la primera imagen corresponde a 73 hpi. 
La barra blanca indica 10 µm. 
 
Observaciones posteriores tanto por microscopía de luz como por microscopía de 
fluorescencia mostraron que la frecuencia con la cual se puede observar el proceso de salida 
de los parásitos bajo las condiciones experimentales es muy baja, lográndose solo la 
observación de un nuevo evento de salida aproximadamente a las 77 hpi en macrófagos 
marcados con calceína, el proceso tiene características morfológicas similares al 
previamente observado, apreciándose la salida de los parásitos con una aparente liberación 
de contenido citoplasmático, evidenciado por la presencia de marcaje citoplasmático  
rodeando a los parásitos recién liberados (Fig.15), sin embargo, la célula hospedera recién 
abandonada conserva también marcaje con la sonda fluorescente siendo la intensidad de 
éste considerablemente más alta (intensidad media 40,639 con un máximo de 114) que la 
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del marcaje que se observa alrededor de los parásitos (intensidad media 27,352 con un 
máximo de 60), lo que indica que a pesar de que hay una liberación de contenido 
citoplasmático no se da un daño masivo de la membrana que genere la liberación de la 
totalidad del marcaje, apoyando los resultados obtenidos con el análisis de liberación de 
calceína en el medio de cultivo. A pesar de que en este caso la liberación de calceína se da 
junto con la salida del parásito, no se puede descartar que esta liberación se esté dando a 
través de los transportadores ABC previamente mencionados, para verificar esto sería 
necesario realizar el ensayo en presencia de algún inhibidor de estos transportadores como 
probenecid. 
        
   
 
Fig.15. Infección de macrófagos J774.A1 con L. amazonensis 77 hpi. La flecha amarilla indica los parásitos en su forma 
amastigote. La última imagen corresponde al marcaje en fluorescencia con la sonda calceína AM.  La barra blanca indica 
6 µm. 
 
5.4.5 Efecto del ionóforo de calcio A23187 sobre el proceso de salida de Leishmania 
amazonensis 
 
Teniendo en cuenta las dificultades en la observación por microscopía de luz de la salida 
del parásito, se decidió intentar inducir la salida de éste, empleando el ionóforo de calcio 
A23187, ya que previamente se ha demostrado que la aplicación de este reactivo en una 
concentración de 1 µM, es capaz de generar un incremento en la concentración intracelular 
de calcio lo cual induce la salida del parásito Toxoplasma gondii dentro de los siguientes 
dos minutos a su aplicación (Endo et ál., 1982; Black et ál., 2000; Lavine et ál., 2007; 
Caldas et ál., 2007; Kafsack et ál., 2009). Este fenómeno de inducción de salida inducido 
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por el ionóforo de calcio A23187 (Sigma), también ha sido demostrado en el parásito 
Neospora caninum (Behrendt et ál., 2008). Con el fin de intentar esta inducción en el 
modelo Leishmania-macrófago, se preparó una solución 1 mM de A23187 en DMSO y a 
partir de esta se preparó una solución 1 µM en solución extracelular de electrofisiología 
compuesta (en mM) de: 145 NaCl, 5 KCl, 1 CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 5 glucosa, pH 
7,34 y osmolaridad de 300 mosmol. Esta solución fue aplicada en macrófagos infectados 
con L. amazonensis previamente cargados con Calceína AM y se hizo observación por 
microscopía de epifluorescencia (IC 35, Zeiss, Germany), usando un set de filtros 
apropiado (excitación: BP 480 nm, espejo dicroico: 510 nm y emisión: LP 510 nm, Zeiss), 
adquiriendo imágenes cada 90 segundos (0,01 Hz) con una cámara CCD (IC-100A, Photon 
Technology International) usando el programa Imaging Workbench 2.0 (Axon Instruments) 
y haciendo control de temperatura con el sistema previamente descrito. Estos experimentos 
mostraron que la aplicación del ionóforo no induce la salida del parásito, incluso con 
tiempos prolongados de exposición a éste (40 minutos), observándose claramente la 
exclusión de la calceína de la VP a lo largo del tiempo (Fig. 16) y observándose por 
microscopía de luz la presencia de los parásitos al interior de ésta (no mostrado). 
Resultados similares han sido demostrados en el parásito Eimeria bovis, en el que la 
inducción con el ionóforo no genera su salida de la células hospedera (Behrendt et ál., 
2008), es posible que en el caso de L. amazonensis de igual forma que ha sido sugerido 
para E. bovis, el mecanismo de salida sea diferente al de T. gondii y que por lo tanto la 
salida no sea dependiente de incrementos en la concentración intracelular de calcio (ya sea 
a nivel del citoplasma de la célula hospedera, del lumen de la VP y/o del citoplasma del 
parásito). Sin embargo, también es posible que bajo las condiciones usadas, el incremento 
en la concentración intracelular de calcio no sea suficiente y por lo tanto no esté 
estimulando la salida del parásito, por esta razón se decidió incrementar la concentración de 
CaCl2 de la solución extracelular a 6 mM y observar el efecto sobre macrófagos infectados 
tratados con el ionóforo y cargados con calceína AM, obteniéndose resultados similares a 
los observados con CaCl2 1 mM, sin embargo, sería necesario corroborar que en efecto el 
tratamiento con el ionóforo está generando un incremento en la concentración intracelular 
de calcio, empleando un indicador fluorescente apropiado como Calcium Green, Fluo-3 o 
Fura-2.  
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Fig. 16. Macrófagos J774.A1 infectados con L. amazonensis marcados con la sonda Calceína AM, en presencia de 1 µM del 
ionóforo de calcio A23187, se observa una célula infectada (flecha blanca) con exclusión de la sonda de la VP, durante 26 
minutos de observación. Cuadro de tiempo (horas:minutos:segundos). La serie de imágenes es representativa de un total de 
15 seguimientos en campos diferentes, en los cuales se observaron macrófagos infectados con exclusión de calceína de la VP. 
La barra indica 25 µm. 
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El hecho de que el tratamiento con el ionóforo no induzca la salida del parásito, podría 
indicar que el calcio no tiene un papel decisivo en la salida de L. amazonensis, sin embargo, 
también es posible que la falta de control sobre otras variables como el porcentaje de CO2 
esté afectando la inducción generada por el ionóforo, en el modelo de salida de T, gondii se 
ha demostrado que la inducción con el ionóforo es dependiente de otros factores 
ambientales como la temperatura ya que la inducción de la salida es completamente 
inhibida por bajas temperaturas (Black et ál., 2000). 
 
5.5. Ensayos de liberación de la enzima deshidrogenasa láctica 
 
La deshidrogenasa láctica es una enzima citoplasmática involucrada en la reducción de 
piruvato a lactato (Nelson y Cox, 2000). La liberación de DHL se ha usado como un ensayo 
para detectar daño en la membrana (Noronha et ál., 1996), ya que esta enzima se encuentra 
de forma estable en el citoplasma y es liberada cuando se da lisis celular. En este estudio el 
análisis de la liberación de esta enzima, se llevó a cabo con el uso del kit: Cytotoxicity 
Detection Kit PLUS de ROCHE a lo largo del ciclo infectivo de L. amazonensis. El ensayo 
está basado en una reacción colorimétrica (Fig. 17), en la cual el NAD+ es reducido a 
NADH/H+ por la conversión de lactato a piruvato catalizada por la DHL liberada, en el 
segundo paso el catalizador (diaforasa) transfiere H/H+ del NADH/H+ a una sal de 
tetrazolium de color amarillo pálido, para reducirla a una sal de formazan de color rojo, 
cuya absorción máxima se da a 500 nm permitiendo la cuantificación de su producción, que 
es proporcional tanto a la cantidad de DHL liberada de las células como a la cantidad de 
células con daño en la membrana plasmática. 
 
Fig. 17. Reacción colorimétrica del ensayo de liberación de deshidrogenasa láctica del kit Cytotoxicity Detection Kit PLUS, 
de ROCHE  
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Antes de utilizar el ensayo sobre macrófagos infectados con L. amazonensis fue necesario 
incluir los siguientes controles:  
1. Control del medio de cultivo: Este control corresponde a la absorbancia a ≈500 nm del 
medio de cultivo que se empleó en el cultivo, en este caso RPMI 1640 suplementado con 
10% de SFB, este valor debe ser restado de todos los valores obtenidos para los 
experimentos propiamente dichos. Fue necesario incluir este control ya que el medio 
incluye en su formulación rojo de fenol que genera una absorción al realizar una lectura a  
≈500 nm, además el suero con el que se suplementa el medio puede contener trazas de 
DHL y piruvato, lo que también genera una señal que no correspondería a liberación de 
DHL de las células estudiadas.  
2. Control de liberación de DHL de macrófagos control: Este control se incluyó para 
determinar la cantidad de DHL liberada (que corresponde a un porcentaje de células con 
daño en la membrana plasmática) por macrófagos control (sin infectar), liberación que se 
daría por las condiciones del  cultivo y no por el tratamiento que se está evaluando.  
3. Control de liberación máxima de DHL de macrófagos control: Este control se usó para 
determinar la cantidad máxima de DHL que un número determinado de células libera y 
eventualmente usar este valor para reportar los resultados de un experimento respecto a 
este 100% de liberación.   
 
5.5.1. Determinación de la concentración óptima de células para el ensayo 
Además de los controles descritos anteriormente, fue necesario determinar la concentración 
óptima de células a emplear en los ensayos, esto se hizo debido a que la cantidad de DHL 
presente en distintos tipos celulares varía y no ha sido reportada para la línea celular de 
macrófagos que se usó en el estudio, además de esto, es necesario garantizar que la razón 
señal/ruido sea adecuada y que permita detectar incluso un número bajo de células con daño 
en la membrana plasmática.  
Para determinar esta concentración se siguió el siguiente procedimiento: Macrófagos control 
fueron raspados  de la caja de cultivo, luego se realizó conteo  en cámara de Neubauer  para 
determinar el número de células  totales y la viabilidad, conociendo estos valores se ajustó la 
concentración de células a 2X106 células/ml y se realizaron las siguientes diluciones 
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sucesivas: 1X106 células/ml, 5X105 células/ml, 2,5X105 células/ml y 1,25X105 células/ml, 
posteriormente se tomaron 100 µl de cada dilución y se adicionaron 5 µl de solución de lisis 
(RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB y 2% de Triton X-100) por 15 minutos con el fin 
de medir la lisis máxima, luego se adicionaron 100 µl de la mezcla de reacción (Cytotoxicity 
Detection Kit PLUS de ROCHE) y se incubó a 35°C por 10 minutos, luego se adicionaron 50 µl 
de la solución necesaria para detener la reacción y se agitó el plato por 10 segundos luego de 
lo cual se leyó la absorbancia a 490 nm en un lector de ELISA (LX800, Biotek) usando como 
longitud de onda de referencia 630 nm. En el ensayo se incluyeron controles para medir la 
absorbancia del rojo de fenol, la actividad de DHL en el suero que contiene el medio 
(RPMI+10% SFB) y la liberación de DHL en células que no fueron sometidas a lisis.  
En este ensayo se encontró en primer lugar que la señal generada únicamente por el rojo de 
fenol que contiene el medio es muy baja, mientras que la generada por otros componentes del 
medio es bastante alta (Fig. 18), esta señal podría deberse principalmente al suero presente en 
el medio el cual presentaría en este caso una actividad alta de DHL, razón por la cual se 
consideró realizar las pruebas usando medio con un porcentaje de suero del 5%, lo cual 
permitiría obtener un fondo con señal más baja y así poder detectar la DHL que está siendo 
realmente liberada por las células.   
 
Fig. 18. Absorbancia a 490 nm de sobrenadantes de cultivo de macrófagos control de la línea J774A1 con distintas 
concentraciones de células (células/ml) sometidos a lisis (barras negras) o no (barras gris oscuro). Se incluyen además los 
controles para medir la absorbancia del rojo de fenol y la actividad de DHL en el suero (10%) que contiene el medio (barras 
gris claro). Los datos se presentan como absorbancia promedio ± ES, n=3. 
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Al hacer la corrección de todos los resultados obtenidos restando la señal generada tanto por 
el rojo de fenol como por el suero del medio de cultivo, se observa que la cantidad de DHL 
liberada por las células que no fueron sometidas a lisis es muy baja, aunque se observa un 
leve incremento al aumentar la concentración de células (Fig. 19), en el caso de las células 
sometidas a lisis se observa que la actividad DHL es bastante más alta comparada con su 
respectivo control observándose una tendencia lineal a medida que se incrementa la 
concentración de las células, sin embargo se observa que el lector de absorbancia solo permite 
medir una concentración de 250000 células/ml, ya que en concentraciones superiores 
(cercanas y en adelante de 500000 células/ml) la lectura se sale del rango de lectura del 
equipo.  
 
Fig. 19. Absorbancia a 490 nm de sobrenadantes de cultivo de macrófagos control de la línea J774A1 con distintas 
concentraciones de células (células/ml) sometidos a lisis (triángulos) o no (círculos). Los datos se presentan como 
absorbancia promedio ± ES, n=3. 
 
 
5.5.2. Seguimiento de la liberación de DHL en macrófagos infectados con Leishmania 
amazonensis 
Los resultados obtenidos durante el seguimiento de la salida del parásito por microscopía de 
luz y por liberación de Calceína indican que el proceso no es sincrónico y que la liberación de 
citoplasma por parte de la célula no es total, razón por la cual se decidió usar en los ensayos 
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con macrófagos infectados una concentración superior a 250000 células/ml y cercana a 
500000 células/ml, que permitiera detectar incluso pocos eventos de liberación de citoplasma. 
Para el ensayo con macrófagos infectados se siguió el siguiente procedimiento: se hicieron 
tres infecciones independientes en cajas de 25 cm2, después de 4 horas de incubación con los 
parásitos el excedente de parásitos fue removido raspando las células de la caja de cultivo y 
centrifugando por 5 minutos a 300 X g, el sobrenadante fue desechado y el pellet 
resuspendido en 15 ml de RPMI suplementado con 5% de SFB, luego se sembró 1 ml de la 
suspensión en cajas de 24 pozos, teniendo una concentración aproximada de 4,5X105 
células/ml (infección 1), 2,8X105 células/ml (infección 2) y 3,5X105 células/ml (infección 3) 
en cada pozo, luego se mantuvieron en incubación a 35°C y 5% de CO2 recogiendo 
sobrenadantes cada 8 horas hasta completar 120 hpi, en cada punto de recolección se sometió 
a lisis la totalidad de uno de los pozos agregando RPMI suplementado con 5% de SFB y  2% 
de Triton X-100 durante 15 minutos, también se incluyó un control para medir la actividad 
intrínseca del medio. Posteriormente se determinó la actividad DHL en las muestras de la 
forma descrita previamente. El porcentaje de contenido citoplasmático liberado se calculó así: 
% de contenido citoplasmático liberado =    (Abs. 490 Infección – Abs. 490 del medio) – (Abs. 490 de macrófagos sin infectar – Abs. 490 del medio) 
                                                               (Abs. 490 Lisis – Abs. 490 del medio) – (Abs. 490 de macrófagos sin infectar – Abs. 490 del medio) 
En todos los casos las absorbancia medida corresponde a una concentración de células 
equivalente. A pesar de que los tiempos de principal interés son los cercanos a la salida del 
parásito, la recolección se hizo cada 8 horas desde el inicio de la infección ya que ha sido 
reportado que la vida media de la enzima es de aproximadamente 9 horas a 37°C. En estos 
ensayos se mostró a través de los resultados de las lisis totales en cada tiempo de infección, 
que a lo largo de las 120 horas no hay una caída en la actividad de la enzima, lo que indica 
que en ningún momento hay un descenso en el número de células, de hecho se observa una 
proliferación de estas a través del tiempo (Fig. 20), sin embargo,  también se observó que el 
patrón de liberación de contenido citoplasmático en las tres infecciones es similar, 
encontrándose un pico de liberación de contenido citoplasmático hacia las 72 hpi para los tres 
casos (Fig. 21), tiempo que coincide con el periodo en el que se observó la salida del parásito, 
esto indica que durante el proceso de salida del parásito se da liberación de contenido 
citoplasmático, sin embargo esta liberación no es compatible con una lisis en la cual se 
perdería la totalidad del contenido citoplasmático.   
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Fig. 20. Absorbancia a 490 nm de macrófagos infectados con L. amazonensis a lo largo del ciclo infectivo in vitro durante 
120 horas. Infección 1 (círculos negros), infección 2 (rombos grises) e infección 3 (cuadrados grises) 
 
Fig. 21. Porcentaje de liberación de contenido citoplasmático a lo largo del ciclo infectivo in vitro durante 120 horas de L. 
amazonensis en macrófagos J774A1. Infección 1 (círculos negros), infección 2 (rombos grises) e infección 3 (cuadrados 
grises) 
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5.6. Registros electrofisiológicos (Capacitancia) 
 
Las membranas plasmáticas normalmente tienen un espesor menor a 10 nm y a través de 
ellas se establecen diferencias de potencial, esto hace que se comporten como excelentes 
capacitores, definidos como dos placas conductoras (medio extra e intracelular) de gran 
área separados por una delgada lámina de aislante (membrana plasmática). La capacitancia 
se define como la capacidad de almacenar carga o polarizar cuando un cambio de voltaje 
ocurre a través de los extremos del capacitor. En general la membrana se ha homologado a 
un capacitor de dos placas paralelas, en el cual, la capacitancia es proporcional al área del 
aislante e inversamente proporcional a la distancia que separa a las dos placas conductoras.  
De esta forma la capacitancia es una propiedad eléctrica de membrana que puede ser usada, 
como medida indirecta de incrementos o descensos en el área de membrana, razón por la 
cual ha sido usada en la medición de procesos de exocitosis, en los cuales se da 
incorporación de nueva membrana debida a la fusión de vesículas de secreción (Fernández-
Peruchena et ál., 2005). 
Como se mencionó previamente, se cree que un posible mecanismo de liberación de 
amastigotes implica fusión de la MVP y la MPM, dicho mecanismo podría detectarse con 
el uso de mediciones de capacitancia de la MPM, mediciones de este tipo ya han sido 
hechas en macrófagos infectados con L. amazonensis a las 0, 24, 48, 72 y 96 hpi, sin 
embargo con el hallazgo del posible periodo de salida de los parásitos hecho gracias al 
seguimiento del ciclo infectivo (Díaz, 2002; León, 2005), es necesario hacer de nuevo estos 
registros tomando periodos más cortos de tiempo en especial en el periodo comprendido 
entre las 72 y las 78 hpi.  
Para evaluar la capacitancia del macrófago se usó la técnica de patch-clamp en 
configuración de célula entera (Hamill et ál., 1981). La capacitancia de membrana (Cm): 
propiedad de la membrana relacionada con el área, se midió en modo de voltage clamp 
luego de adquirir la configuración de célula entera y medición del potencial de reposo. 
Luego se impuso un potencial de sostenimiento: -60 mV y se dieron pulsos de -10mV de 1s 
de duración capaces de generar transitorios capacitivos sin apertura de canales iónicos 
voltaje dependientes. Posteriormente se hicieron medidas de la capacitancia sobre la misma 
célula, siguiendo el mismo protocolo, con la intención de detectar cambios en la 
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capacitancia en el momento de la salida del parásito. Para determinar la capacitancia, se 
calculó la resistencia a partir de la ley de Ohm (a). Posteriormente se calculó mediante el 
ajuste de la curva de carga de la membrana con una exponencial los valores de tao (b) y 
finalmente la capacitancia (b.1).  
(a) I = V/R (a.1) R = V/I 
(b) τ = C.R (b.1) C = τ/R C= τ/ (V/I) 
Los registros se hicieron en una solución baño (en mM) de: 145 NaCl, 5 KCl, 1 CaCl2, 2 
MgCl2, 10 HEPES, 5 glucosa, pH 7,34 y osmolaridad de 300 mosmol. Las micropipetas de 
registro se hicieron con capilares de borosilicato con resistencias entre 3-8 megaomhios. La 
solución interna estuvo compuesta en mM de: 158 KCl, 5 EGTA, 0,5 CaCl2, 1 MgCl2, 10 
HEPES, 3 ATP-Na2, 0,5 GTP-Na, pH 7,34 y osmolaridad de 300 mosmol   Los registros se 
analizaron con el software Pclamp6 (Axon Instruments) 
Los resultados de capacitancia muestran el mismo comportamiento que hemos reportado 
previamente en el laboratorio, observándose un incremento de la capacitancia a medida que 
transcurre la infección (Fig. 22A), lo que indica un incremento en el área de la membrana 
del macrófago, sin embargo este incremento no pudo ser relacionado directamente con la 
salida del parásito, ya que al hacer un seguimiento de la capacitancia en  una misma célula 
infectada, se observa que se presentan fluctuaciones de la capacitancia (Fig. 22B) que no 
están relacionadas con la salida del parásito, ya que en el tiempo de observación ésta no se 
dio, debido probablemente a las razones que se han mencionado previamente.  
 
Fig. 22. A. Capacitancia (pF) en macrófagos J774A1 infectados con  L. amazonensis en macrófagos J774A1. Los datos se 
presentan como el  promedio ± ES, (n=1, 2,3 y 3, para macrófagos control, 24,48, y 72 hpi respectivamente). B. 
Seguimiento de la capacitancia (pF) en una misma célula infectada con 72 hpi, realizando mediciones aproximadamente 
cada 10 minutos.   
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5.7. Distribución por tallas (diámetro en µm)de macrófagos infectados con 
Leishmania amazonensis 
Como se mencionó previamente los resultados por determinación de la capacitancia no 
permitieron concluir si durante el proceso de salida hay aumento en el área de la membrana, 
razón por la cual se decidió utilizar otra aproximación que permitiera establecer si a lo 
largo de la infección por L. amazonensis, hay un cambio en la talla de las células, medida 
en diámetro (µm). Para esto, cuatro infecciones independientes fueron divididas en seis 
partes iguales y sembradas en cajas de 6 pozos completándose en cada pozo un volumen 
final de 3 ml, luego en cada tiempo de interés la totalidad de las células fueron raspadas de 
uno de los pozos de la caja y se hizo una dilución de esta suspensión de células en PBS 
(pH: 7.4), agregando 2 ml de suspensión y completando un volumen de 10 ml, la 
distribución de tallas fue medida en esta dilución usando un Coulter (Z2, Beckman) 
haciendo conteo de número de células en tallas comprendidas entre 7,938 µm y 19,55 µm. 
Los resultados muestran que hay diferencias significativas en la talla promedio de las 
partículas presentes en cultivos de macrófagos infectados con L. amazonensis con diferente 
tiempo de infección, mostrándose a las 48 hpi una disminución pequeña respecto a las 
24hpi promedio, luego hacia las 72 y 80 hpi hay un incremento respecto a las 48 hpi para 
nuevamente a las 96 y 120 hpi darse nuevamente una disminución en el diámetro, estos 
cambios a pesar de parecer pequeños, son suficientes para sugerir un incremento 
considerable en el área de la membrana a las 72 hpi (respecto a las 48 hpi) lo cual es 
compatible con los resultados de capacitancia obtenidos en este estudio y en trabajos 
previos del laboratorio, esto podría sugerir la incorporación de nueva membrana que podría 
provenir de la fusión de la MVP a la membrana plasmática del macrófago o de otros 
procesos no relacionados con la salida como por ejemplo la síntesis e incorporación de 
nueva membrana por parte del macrófago.  
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Fig. 23. Talla celular en µm de la población de células presentes a lo largo de la infección por  L. amazonensis en macrófagos 
J774A1. Los datos se presentan como el  promedio ± ES, (n=80682, 74501, 263311, 411735, 545884,592829 
respectivamente para cada tiempo de infección), los datos fueron analizados por ANOVA y por pruebas de comparación 
múltiple MDS (mínima diferencia significativa), observándose diferencias estadísticamente significativas entre todos los 
grupos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
hpi
Diámetro 
(µm) ES 
24 15,13 0,009631 
48 14,99 0,0089583
72 15,43 0,0045284
80 15,44 0,0035045
96 15,23 0,0032031
120 15,17 0,0031553
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6. DISCUSIÓN 
 
Los resultados de este estudio a pesar de no resolver la controversia existente respecto al 
mecanismo utilizado por Leishmania amazonensis para salir de su célula hospedera, 
proporcionan información de importancia en su entendimiento y abren el camino para la 
realización de estudios adicionales que permitan caracterizar de forma contundente el 
mecanismo y las moléculas responsables de este evento. 
En primer lugar, durante este estudio fue posible verificar que la salida del parásito en el 
modelo usado ocurre en los tiempos de infección previamente sugeridos por nuestro 
laboratorio, es decir en periodos cercanos a las 72 hpi, observándose que este proceso es 
dependiente de temperatura y posiblemente de otros factores (como el porcentaje de gases 
en el medio), condiciones que han sido sugeridas en el estudio de la salida de otros 
parásitos como Plasmodium falciparum (Glushakova et ál., 2005), Toxoplasma gondii 
(Black et ál., 2000) y Chlamydia trachomatis (Hybiske y Stephens, 2007). El proceso 
ocurre en un tiempo aproximado de cinco minutos, observándose el movimiento activo de 
los parásitos hacia la periferia de la VP, acercándose también a la periferia del macrófago, 
comportamiento que también ha sido observado previo a la salida de L. major (Rittig et ál., 
1998), lo cual podría sugerir un papel importante de la actividad del citoesqueleto del 
parásito para dirigir su salida, de la misma forma que ha sido demostrado para otros 
parásitos como T. gondii (Caldas et ál., 2007; Fruth y Arrizabalaga, 2007) y C. trachomatis 
(Hybiske y Stephens, 2007). Finalmente el parásito abandona el macrófago, sin que se 
aprecie un daño masivo en la integridad de éste, conservando su morfología, incluso diez 
minutos después de la salida del parásito, observación que ya ha sido previamente reportada 
(Rittig ét al., 1998) y que ha sido la base para sugerir un modelo de salida controlado que 
no implica una ruptura de la célula hospedera (Rittig y Bogdan, 2000), sin embargo, estas 
observaciones por microscopía de luz no permiten afirmar con certeza la permanencia o 
pérdida en la integridad de la membrana, pero si permiten descartar la ocurrencia de 
eventos explosivos durante la salida del parásito como los que han sido observados durante 
la salida de P. falciparum (Glushakova et ál. 2007). Otro rasgo importante que se observó 
durante el seguimiento por microscopía de luz del proceso de salida del parásito fue la 
deformación y elongación de la célula hospedera en el sector de salida del parásito, 
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deformación que podría corresponder a pseudópodos generados por el macrófago y que en 
el modelo de salida de C. trachomatis de células no fagocíticas también han sido 
observados y están relacionados con un tipo de salida no destructivo que no involucra lisis 
de membranas (Hybiske y Stephens, 2007). 
El conocimiento limitado que se tiene respecto al mecanismo de salida de L. amazonensis y 
en general de los parásitos intracelulares se debe en parte a la ausencia de métodos que 
permitan visualizar de forma clara y separada el parásito, la VP y la célula hospedera en 
células vivas. Para intentar sobrepasar esta limitación se usó la propiedad que tiene la MVP 
de excluir el marcaje con Calceína AM (propiedad que fue previamente reportada por 
nuestro laboratorio) con el fin de visualizar la VP y su dinámica, además de establecer la 
relación espacial entre ésta y el citoplasma de la célula hospedera en tiempo real a través de 
seguimiento por microscopía de fluorescencia. La Calceína AM es una sonda de 995 Da 
que una vez puesta en contacto con el macrófago es rápidamente interiorizada y convertida 
a su forma de sal por acción de esterasas citosplasmáticas, haciéndose visible por medio de 
microscopía de fluorescencia. En el caso de la infección con L. amazonensis, esta sonda es 
excluída de la VP, probablemente debido a su tamaño y a que al encontrarse en forma de 
sal en el citoplasma es incapaz de atravesar la MVP (Cortázar et ál., 2006), la exclusión no 
se debe a la ausencia de esterasas en el lumen de la VP, ya que marcajes con Calceína AM 
de VPs aisladas han generado marcajes positivos (Hernández, 2001). La observación por 
microscopía de fluorescencia de la dinámica del marcaje con Calceína AM durante el 
tiempo de salida del parásito no generó los resultados esperados debido a dos casusas 
fundamentales: 
1. Las condiciones de observación controlando únicamente la temperatura de la 
preparación, no permitieron observar de forma frecuente la salida del parásito razón por la 
cual no fue posible observar ningún tipo de redistribución del marcaje que se pueda 
relacionar de forma clara con el evento de salida, sin embargo en el único caso en el que se 
logró observar la salida del parásito en una célula marcada con Calceína AM, se apreció 
que el proceso tiene características morfológicas similares al inicialmente observado por 
microscopía de luz, apreciándose la salida de los parásitos con una aparente liberación de 
contenido citoplasmático que también podría corresponder a la prolongación tipo 
pseudópodo, evidenciado por la presencia de marcaje citoplasmático rodeando a los 
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parásitos recién liberados (Fig.15), sin embargo, la célula hospedera recién abandonada 
conserva la mayorproporción del marcaje lo que indica que a pesar de que podría darse una  
liberación de contenido citoplasmático no se da un daño masivo de la membrana que genere  
la liberación de la totalidad del marcaje. 
2. A pesar de que la pérdida del marcaje se podría relacionar con la salida del parásito, no 
es posible descartar que esta liberación se esté dando por la actividad de transportadores 
ABC (ATP binding cassette) presentes en la membrana plasmática del macrófago, capaces 
de transportar a través de la membrana, moléculas de diverso tamaño e identidad 
incluyendo iones y macromoléculas (Rees et ál., 2009).  
 
Se han reportado transportadores ABC como la glicoproteína P y la proteína MRP1 
(multidrug resistance associated protein 1) capaces de expulsar de la célula moléculas 
hidrofóbicas cargadas, características que posee la calceína una vez ha entrado a la célula y 
ha sufrido la acción de las esterasas intracelulares (Bodó et ál., 2003); además la expulsión 
de calceína ha sido usada como un ensayo para evaluar el efecto de distintos inhibidores de 
la glicoproteína P y MRP1, ya que se ha demostrado que esta molécula es un sustrato 
susceptible de ser expulsado por estas proteínas, generando su salida de células cargadas 
(Roy et ál.,2009; Fujimoto et ál., 2009). Adicionalmente en la línea de macrófagos J774 
(empleada en este estudio) se han reportado transportadores inhibidos por probenecid 
capaces de expulsar otras sondas fluorescentes con metodologías de carga similares a la 
calceína AM como fura 2 y carboxifluoresceína (Takahashi et ál., 1999; Steinberg et ál., 
1987). 
Por tanto, los análisis de liberación de contenido citoplasmático tanto a nivel poblacional 
como a nivel individual por seguimiento de la liberación de calceína AM para evaluar la 
salida del parásito, no permiten concluir si ocurre o no liberación del marcaje relacionada 
con la salida, para lograr este objetivo es necesario incluir experimentos usando probenecid 
con el fin de descartar la liberación de marcador a través de transportadores ABC, esto con 
los posibles efectos inespecíficos sobre otros procesos que podría ocasionar el empleo de 
este inhibidor. 
Los análisis de liberación de contenido citoplasmático por seguimiento de la liberación de  
de DHL muestran que en los tiempos en los que se da la salida del parásito se da una 
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liberación considerable de éste observándose un incremento de la liberación respecto a las 
48 hpi entre un 35 y un 50%, esto indica que durante la salida del parásito podría estar 
ocurriendo un daño en la membrana que permite la liberación de DHL. Resultados 
similares a estos se han observado durante la salida de C. trachomatis, observándose una 
pérdida de un marcador citoplasmático fluorescente con magnitudes entre el 60 y el 80% 
(respecto a la lisis total), sin embargo al analizar el comportamiento de este mismo 
marcador de forma individual (en una o varias células infectadas) por microscopía de 
fluorescencia, se observa que existen dos mecanismos diferentes de salida del parásito 
(mencionados previamente), uno que no involucra pérdida de contenido citoplasmático 
(extrusión) y otro que sí (lisis), esto demuestra que el análisis poblacional medido por 
liberación al sobrenadante de cultivo del marcador citoplasmático no refleja exactamente el 
fenómeno individual y podría sobreestimar la extensión del mecanismo de lisis sobre el 
mecanismo no destructivo. Estos datos previos podrían aplicarse a este estudio, de forma 
que los resultados de liberación reflejen eventos de pérdida en la integridad de la 
membrana, pero no pueden descartar la posible ocurrencia de eventos alternos no 
destructivos. Por tanto es posible que de forma paralela se estén dando mecanismos de 
salida diferentes a la lisis como el de extrusión (liberación en paquete de la VP) o fusión de 
membranas, este último apoyado por el incremento en el tamaño de los macrófagos 
infectados (detectado por medidas electrofisiológicas de capacitancia y por aumento en el 
diámetro de las células). Los cambios de tamaño, al menos en términos de magnitud y en 
términos del periodo de tiempo en el que ocurren sugieren que sí están relacionados con el 
proceso de salida, sin embargo podrían estar relacionados con otros procesos como por 
ejemplo la síntesis y adición de nueva membrana de origen distinto al de la MVP. Los  
resultados no permiten descartar un posible papel de la leishporina durante la salida del 
parásito como sugieren trabajos previos, ya que se ha demostrado de forma clara la 
producción por parte de amastigotes de una molécula capaz de insertarse y formar poros en 
una membrana con una composición alta de fosfolípidos (Noronha et ál., 1994; Noronha et 
ál., 1996; Noronha et ál., 2000; Almeida-Campos y Horta, 2000; Castro-Gomes et ál., 
2009), característica que ha sido comprobada en la MVP (Henriques et ál.,2003). La 
inserción de esta proteína sin embrago podría no generar un daño permanente en la 
membrana ya que en experimentos donde se ha inducido daño en la membrana por la 
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aplicación de proteínas formadoras de poro (similares a la leishporina), se ha observado la 
pérdida de marcadores de citoplasma, específicamente de DHL para posteriormente 
detenerse, ya que las células son capaces de retirar rápidamente estas moléculas de la 
superficie a través de endocitosis de las zonas de membrana comprometidas (Walev et ál., 
2001; Idone et ál., 2008a, 2008b).  
Es importante también tener en cuenta que a pesar de que una de las características 
importantes de los procesos de fusión de membranas es la conservación de la integridad de 
los compartimentos que se fusionan, permitiendo la mezcla de contenidos sin pérdidas de 
ninguna clase (Engel y Walter, 2008; Jahn, 2008) es posible que a la par de un evento de 
fusión se pierda contenido de los compartimentos que se fusionan (en este caso contenido 
citoplasmático de la célula hospedera y posiblemente también contenido del lumen de la 
VP), generado por un incorrecto funcionamiento de la maquinaria molecular encargada del 
proceso de fusión. Estudios acerca de los mecanismos de fusión en levaduras, han mostrado 
que la sobreexpresión de las proteínas involucradas en la fusión de membranas 
principalmente de las proteínas SNARES), generan un derramamiento del contenido de los 
compartimentos que se están fusionando, debido a que no hay una adecuada estabilización 
de las moléculas participantes (proteínas y lípidos) durante el paso del estado de pre-fusión 
a la resolución del poro de fusión (Jin et ál., 2004; Starai et ál., 2007; Engel y  Walter, 
2008), un mecanismo similar podría estar dándose en el caso de la salida de L. amazonensis 
y es posible además que posterior a un pequeño daño en la membrana con fuga de 
citoplasma, éste sea rápidamente reparado por un mecanismo de resellado (Revisado por 
Bement et ál., 2007). 
Debido a las dificultades para observar la salida del parásito por microscopía se intentó  
inducir el proceso empleando el ionóforo de calcio A23187, ya que previamente se ha 
demostrado que la aplicación de este reactivo es capaz de generar un incremento en la 
concentración intracelular de calcio, lo cual induce la salida del parásito T. gondii dentro de 
los siguientes dos minutos a su aplicación (Endo et ál., 1982; Black et ál., 2000; Lavine et 
ál., 2007; Caldas et ál., 2007; Kafsack et ál., 2009). Este fenómeno de inducción de salida 
inducido por el ionóforo de calcio A23187, también ha sido demostrado en el parásito 
Neospora caninum (Behrendt et ál., 2008). Sin embargo la aplicación del ionóforo no 
indujo la salida del parásito, incluso con tiempos prolongados de exposición a éste (40 
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minutos). Resultados similares han sido demostrados en el parásito Eimeria bovis, en el que 
la inducción con el ionóforo no genera su salida de la célula hospedera (Behrendt et ál., 
2008), es posible que en el caso de L. amazonensis de igual forma que ha sido sugerido 
para E. bovis, el mecanismo de salida sea diferente al de T. gondii y que por lo tanto la 
salida no sea dependiente de incrementos en la concentración intracelular de calcio (ya sea 
a nivel del citoplasma de la célula hospedera, del lumen de la VP y/o del citoplasma del 
parásito). Sin embargo, también es posible que bajo las condiciones usadas, el incremento 
en la concentración intracelular de calcio no sea suficiente y por lo tanto no esté 
estimulando la salida del parásito por lo cual sería necesario corroborar que en efecto el 
tratamiento con el ionóforo está generando un incremento en la concentración intracelular 
de calcio, empleando un indicador fluorescente apropiado como Calcium Green, Fluo-3 o 
Fura-2. 
El hecho de que el tratamiento con el ionóforo no induzca la salida del parásito, podría 
indicar que el calcio no tiene un papel decisivo en la salida de L. amazonensis, sin embargo, 
también es posible que la falta de control sobre otras variables como el porcentaje de CO2 
esté afectando la inducción generada por el ionóforo, en el modelo de salida de T, gondii se 
ha demostrado que la inducción con el ionóforo es dependiente de otros factores 
ambientales como la temperatura ya que la inducción de la salida es completamente 
inhibida por bajas temperaturas (Black et ál., 2000) y en el caso de P. falciparum se ha 
demostrado que la iluminación para realizar las observaciones por microscopía puede 
inducir la inhibición o estimulación del proceso de salida (Glushakova et ál., 2005). 
Teniendo en cuanta los resultados obtenidos en compañía de la literatura existente, es 
posible sugerir los siguientes modelos de salida del parásito L. amazonensis que deberán 
serán comprobados o descartados usando metodologías apropiadas: 
 
1. En el primer modelo posible, previo a la salida del parásito se podría dar la  secreción de 
la leishporina por parte del parásito y su inserción en la MVP, cuyo papel sería permitir  
tanto la entrada como la salida de moléculas como ha sido propuesto para Plasmodium 
(Desai et ál., 1993; Desai y Rosenberg, 1997; Desai et ál., 2000), Toxoplasma (Schwab et 
ál., 1994) y otros parásitos (Almeida-Campos et ál., 2002), que podrían servir como 
señalización para desencadenar la salida del parásito, posteriormente se daría la fusión de la 
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MVP a la MPM para liberar los parásitos hecho que es apoyado por el incremento en el 
área de los macrófagos, la leishporina recién adicionada a la MPM permitiría la liberación 
momentánea o permanente de contenido citoplasmático (Walev et ál., 2001; Idone et ál., 
2008a, 2008b). Es posible además que se desencadenen mecanismos de reparación en el 
macrófago capaces de remover la leishporina por endocitosis, deteniéndose así tanto la 
entrada como la salida inespecífica de toda clase de moléculas que eventualmente 
generarían la lisis de la célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. En el segundo modelo posible, se daría la fusión de la MVP a la MPM para liberar los 
parásitos y a través de la zona en que se dio la fusión se permitiría la liberación 
momentánea de contenido citoplasmático y la entrada de otras moléculas, debido a 
alteraciones en la maquinaria responsable de los procesos de fusión (Jin et ál., 2004; Starai  
et ál., 2007; Engel y Walter, 2008), la fuga de contenido citoplasmático también podría 
darse a través de transportadores ABC. El daño de la membrana podría desencadenar 
mecanismos de reparación en el macrófago que detendrían tanto la entrada como la salida 
de moléculas hacia y desde el citoplasma. 
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3. También es posible que durante la salida del parásito se puedan usar varios mecanismos 
de distinta naturaleza, de la misma forma que ha sido demostrado para C. trachomatis, 
bacteria que es capaz de salir a través de lisis de las membranas que lo rodean y también a 
través de un mecanismo no destructivo, en el que la VP es liberada sin pérdida de la 
integridad de la célula hospedera, en este modelo se ha demostrado que a pesar que se 
observa un incremento considerable de liberación de marcadores citoplasmáticos durante la 
salida de los parásitos (entre 40% y 60% más respecto a tiempos previos de infección) 
valores similares a los encontrados en este estudio, este hallazgo no es indicativo de que la 
salida involucra de forma exclusiva una ruptura de la célula hospedera (Hybiske y 
Stephens, 2007). 
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7. PERSPECTIVAS 
 
Buscar alternativas adicionales que permitan controlar las condiciones de temperatura y 
gases durante la observación de la salida del parásito por microscopía de luz y de 
fluorescencia  
Realizar seguimiento de la progresión de la infección por microscopía electrónica de 
transmisión, con el fin de tener claridad respecto a la integridad y a la relación que podrían 
establecer las dos membranas que el parásito debe sobrepasar para lograr su salida: la 
membrana de la vacuola parasitófora y la membrana plasmática del macrófago. 
Evaluar niveles de expresión de proteínas implicadas en procesos de fusión de membranas 
como las SNARES en macrófagos infectados con Leishmania amazonensis, comparados 
con macrófagos control (no infectados). 
Determinar la posible presencia y la localización de la leishporina en macrófagos 
infectados con Leishmania amazonensis, usando anticuerpos contra proteínas de naturaleza 
similar como C9 y perforina.  
Evaluar el efecto de inhibidores de transportadores ABC sobre la liberación de contenido 
citoplasmático (evaluado por pérdida de Calceína y DHL). 
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